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要旨 
 
 減数分裂期相同組換えは、遺伝的多様性獲得に重要な役割を果たす。組換え
ホットスポットは相同組換えの頻発部位で、酵母からヒトに至る真核生物の染
色体上に普遍的に存在する。近年、組換えホットスポットの位置決定における
エピゲノム修飾の重要性が指摘され、マウスやヒトではヒストンメチル化酵素
Prdm9が過半のホットスポットの位置決定に関与することが報告された。一方、
Prdm9は配偶子形成に重要な多型に富む転写因子であり、野生マウス亜種間雑種
の不妊要因、すなわち種分化遺伝子の一つと想定されている。しかしながら、
減数分裂期組換えの不全も配偶子形成不全を伴うこと、多型が DNA配列認識ド
メインに集中してことなどから、転写因子として配偶子形成に普遍的に関与す
るかは不明である。そこで本研究では、多型解析と遺伝子改変マウスを用いた
実験系により Prdm9の機能を検証した。 
まず、主要な野生マウス亜種集団を網羅したゲノム DNAを試料とし、Prdm9
の遺伝的多型を解析した。その結果 Prdm9の多型は、主要組織適合抗原に匹敵
する程高頻度であり、この遺伝子の顕著な多様性が示された。一方、全ての亜
種集団に拡散している単一の多型が確認されたことなどから、種分化遺伝子と
しての役割は支持されなかった。次に、Prdm9遺伝子の低形質性変異が配偶子
形成と組換えに及ぼす効果を検証した。タグ配列付加による低形質性 Prdm9を
導入したマウスでは、交叉型組換えを示すMhl1フォーサイ数が著しく減少し、
受精率と繁殖率も顕著に低下した。この表現型は先行研究における Spo11（組換
え開始を担う DNA切断因子）の低形質性変異表現型とよく似ており、Prdm9の
配偶子形成への影響は組換え異常によることが示唆された。さらに、変異 lox配
列を用いた Prdm9置換アリルを有するマウスの作出により、同一の遺伝的背景
で任意の亜種由来 Prdm9への置換を迅速化した。これに並行して、組換えホッ
トスポット側の配列を用いた組換え頻度検出マウスの作出を試み、人工的に導
入した組換えホットスポットでの組換えを確認した。この結果は、Prdm9によっ
て認識される組換えホットスポットが特定の染色体部位に限定されたものでは
なく、染色体上で普遍的に働くことを示している。 
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Abstract 
 
Homologous recombination plays an important role in acquiring genetic variation. 
In eukaryote, homologous recombination is observed at specific genomic sites referred 
to as recombination hotspots. Recent studies have revealed that a histone 
methyltransferase named Prdm9 makes histone modification at specific genomic 
regions, thereby serving a site-specific marker of the recombination hotspots. In 
addition, Prdm9 was originally reported to be a transcription factor, which is expressed 
specifically in gametogenesis. Prdm9 gene shows high level of polymorphism, and is 
assumed to be responsible for hybrid sterility in mice. It is notable that meiotic 
recombination defects cause malfunction of gametogenesis, and polymorphic sites of 
Prdm9 is concentrated in a domain to recognize motif sequence for the recombination 
hotspot. Thus, there is some doubt whether Prdm9 is responsible for gametogenesis and 
transcriptional regulation. To reveal Prdm9 functions, I analyzed the polymorphism and 
conducted experiments with genetic modification mice.  
First, large-scale population analysis of wild-captured mice indicated that level of 
the Prdm9 polymorphism is as high as that of the class I and II genes in the 
major-histocompatibility complex, which are known to be the most variable genes in the 
mammalian genome. Phylogeographic study of the Prdm9 polymorphism did not 
support the possibility that Prdm9 has a function as speciation gene. Next, I generated a 
hypomorphic Prdm9 Knock-in (KI) mouse strain, and analysed its gametogenesis and 
the meiotic recombination. I found that Mlh1 foci counts in the spermatocyte and 
fertility rate are significantly reduced in the mice. This phenotype resembled that of 
Spo11 hypomorph mutant, suggesting that the recombination abnormity caused 
incomplete spermatogenesis. As the last exon of the Prdm9 KI allele is flanked by 
mutated loxP sequence, the KI mouse strain will be used to swap ZFA with different 
origins in future study. Finally, I generated recombination detector mice, introducing a 
well-known “Psmb9 hotspot” in the mouse genome. As a result of recombination test, I 
confirmed that the homologous recombination occurred at the artificially-introduced 
hotspots, indicating that the hotspot sequence is able to induce recombination anywhere 
irrespective of sites in chromosome. 
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略語一覧 
 
BAC   (Bacterial artificial chromosome) 
CAG   (Modified chicken β-actin promoter with CMV-IE enhancer) 
cAMP  (cyclic AMP) 
CAS  (Mus musculus castaneus) 
ChIP  (Chromatin immunoprecipitation) 
ChIP-Seq (Chromatin immunoprecipitation-sequencing) 
CREB  (cAMP response element binding protein) 
DAPI  (4’,6-diamidino-2-phenylindole) 
DOM  (Mus musculus domesticus) 
DSB  (Double strand break) 
EDTA  (Ethylenediaminetetraacetic acid) 
ES  (Embryonic stem) 
FBS  (Fetal bovine serum) 
HA  (Hemagglutinin) 
HEPES  (4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid) 
HSR1  (High-SNPs region 1) 
Hst1  (Hybrid sterility 1) 
IVF  (In vitro fertilization) 
KI  (Knock-in) 
KO  (Knock-out) 
KRAB  (Krüppel associated box) 
MHC  (Major histocompatibility complex) 
MUS   (Mus musculus musculus) 
PBS  (Phosphate buffered saline) 
PCR  (Polymerase chain reaction) 
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PI  (Propidium iodide) 
PITT  (Pronuclear injection-based targeted transgenesis) 
PVDF   (Polyvinylidene difluoride) 
RACE  (Rapid amplification of cDNA ends) 
SDS-PAGE (Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis) 
SDSA  (Synthesis-dependent strand annealing) 
SNP  (Single nucleotide polymorphism) 
SSXRD  (SSX repression domain) 
TALEN  (TAL effector nucleases) 
TBS  (Tris buffered saline) 
Tcp1  (T-complex protein 1) 
Tg  (Transgenic) 
TSS  (Transcription start site) 
WT  (Wild-type) 
ZF  (Zinc finger) 
ZFA  (Zinc finger array) 
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第 1章 -マウスにおける Prdm9多型の系統地理的解析 
序論 
1. Prdm9の機能に関する報告 
 Prdm9は、減数分裂期に特異的に発現するヒストンメチルトランスフェラーゼドメインと
Znフィンガーアレイ (ZFA、配列特異的 DNA結合活性を持つと考えられる）を有する転写
調節因子であり、減数分裂の進行に必須な役割を果たす。Prdm9 遺伝子の ZFA 領域はマウ
ス亜種間比較により非常に多型に富んでおり、進化速度の非常に早い遺伝子であると推定
されている。減数分裂における必須機能と高速進化という２面性を有する Prdm9は、2つの
遺伝的に離れた集団間の交配による生殖を妨げ、種分化の原動力とされる「生殖隔離」に
結びつくと推定されている。実際、マウスの 2亜種Mus musculus domesticusと M. m. musculus
を交配させると、F1のオスの中には不妊になるものが現れる (Foreit, 1996) が、この雑種不
妊の責任領域 Hybrid sterility 1 (Hst1) は 17番染色体にあり (Trachtulec et al., 1997)、後に
Hst1 が Prdm9と同一であることが示された。つまり、Prdm9 は哺乳動物として初の「種分
化遺伝子」として報告されたのである(Mihola et al., 2009)。しかし、Prdm9が本当に種分化
遺伝子として機能しているかについては、遺伝子改変マウスなどを用いた実験的検証が必
要である。 
 野生動物集団の Prdm9遺伝子の多型についての情報は、これまでの Prdm9進化の歴史を
明らかにするうえで重要な情報をもたらす。現在、ヒトやチンパンジーと一部のマウスの
Prdm9多型に焦点が当てられた研究 (Groeneveld et al., 2012, Berg et al., 2010, Berg et al., 2011, 
Brick et al., 2012, Sandor et al., 2012) が多く行われているが、これらの研究によって世界的な
集団中に、ジンクフィンガー (ZF) の DNA結合ドメインの繰り返し数やアミノ酸の置換と
いった大きな多様性があることが明らかにされている。特に ZFの α-へリックスを構成する
3アミノ酸の非同義置換が重要とされ (Choo et al., 1994) 、この ZFA部位を介して配列特異
的な DNA結合が生じ、組換えホットスポットを形成していると推測されている。 
 一方、ノックアウト (KO) マウスを用いた研究により、Prdm9 は減数分裂特異的な転写
因子としての側面を有することが報告されている (Hayashi et al., 2005)。この考えは、上記
のZFAの高速進化 (Oliver et al., 2009) と考え合わせると矛盾をはらんでいる。というのも、
Prdm9によって特定の減数分裂遺伝子群が発現するとするなら、ZFAの変化によりこれら遺
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伝子の発現に影響が及ぶことが容易に推定できるからである。 
 これまでにも主要組織適合抗原 (MHC) に代表される高速に進化する遺伝子が知られて
いるが、それらの因子は多型を必要とする積極的な理由を有している (Figueroa et al., 1988, 
Borghans et al., 2004) 。MHCや抗体関連の遺伝子については、機能的に外環境からの様々な
異物や刺激に対応し、自己と他を区別して認識する必要性があることによる説明ができる。
それに比して Prdm9の ZFAの場合は、容易に推定可能な積極的な高速進化の理由が見いだ
せない。 
考えられる ZFA の高速進化の理由の一つとして、SINEや LINE、レトロトランスポゾン
などの可動性 DNA配列の活性抑制が挙げられる (Wolf et al., 2015)。ヒトやマウスでは、遺
伝子内のドメインの位置が類似した 100種類以上のKRAB-ZFタンパク質ファミリーが存在
する。これらの因子の中には、可動性 DNA配列の活性を抑制するはたらきを持つものがあ
る。可動性 DNA配列には多型が生じやすく、配列依存的な抑制を行うには、宿主細胞側の
ゲノム防衛を担当する因子も多型的である必要がある (Yoder et al., 1997, Siomi et al., 2011)。
この条件を満たすのが KRAB-ZFファミリーのタンパク質である。Prdm9は系統解析により
最も早くから存在する KRAB-ZF タンパク質である可能性が指摘されており (Birtle and 
Ponting, 2006)、転移因子との軍拡競争の中から多くの多型が生み出されてきた可能性がある。 
 
2. 実験動物マウス 
 現代の生物学や医学研究において遺伝子と表現型の関連性、または環境因子の影響を調
べる際には実験動物を利用することが一般的である。実験動物として利用されるモデル生
物の中でも最も広く用いられている一つがマウスとよばれる実験用に系統化されたハツカ
ネズミ (Mus musculus) である。 
 マウスを実験に利用する利点として重要な要素が 3つあり、繁殖速度が速く飼いやすい、
ヒトと同じ哺乳動物である、そしてES細胞が得られていて遺伝子改変操作が容易 (Capecchi, 
2005) であるという点である。現在では、他のモデル生物と比較しても厚みのあるゲノムや
遺伝子発現データベース (Bult et al., 2015, Smith et al., 2015) が公開されており、研究者はこ
うした情報をもとに興味のある遺伝子や領域を様々な手法で解析することができる。同時
にこれまでに得られている膨大な知見は、KIマウスや Tgマウスのアーカイブとして様々な
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研究機関が保存・維持 (Austin et al, 2004)しており、これらを利用して実験を行うことがで
きる。 
 このような利点があるマウスのうち実験で頻用される系統は、ゲノムの大半がヨーロッ
パの一部地域に由来する野生マウスの近交系に過ぎない (Yang et al., 2007)。初期の野生マウ
スより実験用マウスにつながる飼育・愛玩用マウス系統が作成された詳細な記録は残って
いないが、少なくとも 100 年以上前のヨーロッパや日本で、野生集団内では発現しにくい
表現型をもったマウスを、愛玩用として交配により作成・維持していたと推測される記録
が残っている (Beck et al., 2000, Yoshiki and Moriwaki, 2006)。C57BL/6系統に代表される多く
の系統は、それらの系統をもとに飼育向きの形質や、見た目で明らかな毛色の表現型、産
仔数などを基準に選択されながら成立していったとされる (Beck et al., 2000, Paigen, 2003)。 
しかし現在もマウスは世界中に野生集団として存在しており、ヒトにより系統化された
実験用マウスが野生マウスと異なる種になってしまったわけではない。実験動物としてマ
ウス系統が利用されるのと合わせて、野生集団マウスの解析も進み、毛色や骨格と生息地
を基準に多くの細分化された亜種集団の分類が行われた  (Schwarz and Schwarz, 1943, 
Yoshiki and Moriwaki, 2006)。当時はミトコンドリア DNAなど部分的な遺伝子配列が解読可
能になってきた時期であり、表現型との関連性が研究された。この際に世界から多くのマ
ウスサンプルを収集し、生け捕りにしたマウスから亜種の遺伝的特徴を反映させた新たな
系統「野生由来マウス系統」が作出された (Beck et al, 2000)。野生由来マウス系統を利用し
た大規模なゲノム解析の結果と、マウスの種内グループは大きく 3 亜種グループに分類さ
れることが明らかとなった (Kaene et al., 2011)。実験用系統の多くは単一の西ヨーロッパ亜
種である M. m. domesticus由来 (Yonekawa et al., 2013, Yang et al., 2007) であり、限られた数
の実験用近交系マウスしかこれまでの研究では用いられていない (Paranov et al., 2010, 
Kaene et al., 2011)。 
野生マウス集団については、ユーラシア大陸の亜種集団は 50-100 万年前に分化し始めた
ことが明らかになっている (Suzuki et al., 2004)。これらの亜種は種分化の途上にあり、また
M. spretus、M. macedonicus、M. speciligusといった近縁種の生息域が重複している (Suzuki et 
al., 2013)。そのため野生由来マウス系統と近縁種は系統地理学や種分化プロセスを理解する
上で理想的な材料といえる。 
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3. 野生由来マウス系統 
 従来、野生由来マウスの表現型解析は実験用系統を野生マウスと交配させ、得られた子
を実験系統に繰り返し戻し交配させつつ、表現型を維持するなどの方法によりコンジェニ
ック系統 （実験室系統のマウスのゲノムに野生型マウスの遺伝子の一部が取り込まれた系
統）とよばれる系統を作出して行われていた (Wakeland et al., 1997) 。本研究でも数系統の
MHC領域コンジェニックマウスを使用しているが、それらに加えて国立遺伝学研究所で作
り出された多くの野生由来系統を用いている。これらのマウスは古典的な実験用近交系が
確立した後で、特定の地域で捕獲された複数個体の野生マウスをもとに兄妹交配を繰り返
すことで作成された。系統樹立は現在主に用いられているMSM/Ms系統を含め、1980年代
までに森脇らによってなされた (Sakai et al., 2004, Moriwaki et al., 2009)。 
 これらのマウスを用いる利点は、遺伝的多型が豊富に存在するため、既存の実験用系統
との表現型の差をゲノムと対応させることができる点にある。この利点を最大限活用する
ために、その後 C57BL/6系統を背景にそれぞれの染色体を 1本ずつMSM/Msで置換したコ
ンソミック系統（実験室マウスの染色体の一部が野生型マウスの染色体に置き換わった系
統）、さらに相同組換えにより 1本の染色体のMSM/Msに由来する領域を細分化したサブコ
ンソミック系統（コンソミック系統の野生マウス染色体の一部をさらに実験室系統に置換
し直した系統）が作成された (Nadeau et al., 2000, Guenet et al., 2003, Gregorová et al., 2008, 
Takada et al., 2012)。それぞれのコンソミック系統マウスの表現型は様々な要素について解析
されており、骨格、代謝や行動の観察により発見された表現型を最終的に責任遺伝子領域
と関連づけるために用いられている (Babaya et al, 2014)。サブコンソミック系統の作成過程
で組換えを起こした染色体上の位置データも蓄積されており (Shiroishi ら未発表)、組換え
ホットスポットの位置特定などにも使用できる可能性がある。 
 
4. 野生マウス資源を用いた Prdm9の機能解析 
 これまでにも Prdm9 の機能報告はなされているが、特に種分化の原因となる遺伝子とし
ての報告 (Mihola et al., 2009) や、特定の組換えホットスポット (Baudat et al., 2010) に対す
る研究は、一部のマウスに由来する現象を検証しているにすぎない。機能に関わる重要な
ドメインが多型的であるならば、一部のマウスの結果を種全体に拡張して考えるのは、大
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きな野生集団中で起こっている現象を反映していない可能性がある。 
そこで Prdm9の多型的性質が機能に及ぼす影響を明らかにするためには、まず種全体の多
型の全貌を明らかにする必要があり、そのために野生由来マウス系統と「野生捕獲マウス
ゲノム」を利用しようと考えた。野生捕獲マウスゲノムは全世界で採集したマウスを日本
に持ち帰り、それらの個体から抽出したゲノムである。なお生物の多様性に関する条約発
効前に他国から収集・作製したゲノム試料を用いることは法令上問題ない。このゲノムは
採集地点に基づいて分類した亜種情報ごとに国立遺伝学研究所、北海道大学、理研バイオ
リソースセンターなどで管理・保存されている。これまでにも野生捕獲マウスに由来する
試料は、主に局所的な集団の進化や亜種間の雑種に関する研究で用いられてきた (Nunome 
et al., 2010, Goüy de Bellocq et al.,2015) が、今回の実験では野生由来系統の cDNAの解析で、
種全体で膨大な多型の存在が予測されたため、それらを網羅する試料を使用した。 
  
26 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
インターネット公表に関する 
共著者全員の同意が得られていないため、 
本章の一部は非公表 
  
27 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
インターネット公表に関する 
共著者全員の同意が得られていないため、 
本章の一部は非公表 
  
28 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
インターネット公表に関する 
共著者全員の同意が得られていないため、 
本章の一部は非公表 
  
29 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
インターネット公表に関する 
共著者全員の同意が得られていないため、 
本章の一部は非公表 
  
30 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
インターネット公表に関する 
共著者全員の同意が得られていないため、 
本章の一部は非公表 
  
31 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
インターネット公表に関する 
共著者全員の同意が得られていないため、 
本章の一部は非公表 
  
32 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
インターネット公表に関する 
共著者全員の同意が得られていないため、 
本章の一部は非公表 
  
33 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
インターネット公表に関する 
共著者全員の同意が得られていないため、 
本章の一部は非公表 
  
34 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
インターネット公表に関する 
共著者全員の同意が得られていないため、 
本章の一部は非公表 
  
35 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
インターネット公表に関する 
共著者全員の同意が得られていないため、 
本章の一部は非公表 
  
36 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
インターネット公表に関する 
共著者全員の同意が得られていないため、 
本章の一部は非公表 
  
37 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
インターネット公表に関する 
共著者全員の同意が得られていないため、 
本章の一部は非公表 
  
38 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
インターネット公表に関する 
共著者全員の同意が得られていないため、 
本章の一部は非公表 
  
39 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
インターネット公表に関する 
共著者全員の同意が得られていないため、 
本章の一部は非公表 
  
40 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
インターネット公表に関する 
共著者全員の同意が得られていないため、 
本章の一部は非公表 
  
41 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
インターネット公表に関する 
共著者全員の同意が得られていないため、 
本章の一部は非公表 
  
42 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
インターネット公表に関する 
共著者全員の同意が得られていないため、 
本章の一部は非公表 
  
43 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
インターネット公表に関する 
共著者全員の同意が得られていないため、 
本章の一部は非公表 
  
44 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
インターネット公表に関する 
共著者全員の同意が得られていないため、 
本章の一部は非公表 
  
45 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
インターネット公表に関する 
共著者全員の同意が得られていないため、 
本章の一部は非公表 
  
46 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
インターネット公表に関する 
共著者全員の同意が得られていないため、 
本章の一部は非公表 
  
47 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
インターネット公表に関する 
共著者全員の同意が得られていないため、 
本章の一部は非公表 
  
48 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
インターネット公表に関する 
共著者全員の同意が得られていないため、 
本章の一部は非公表 
  
49 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
インターネット公表に関する 
共著者全員の同意が得られていないため、 
本章の一部は非公表 
  
50 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
インターネット公表に関する 
共著者全員の同意が得られていないため、 
本章の一部は非公表 
  
51 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
インターネット公表に関する 
共著者全員の同意が得られていないため、 
本章の一部は非公表 
  
52 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
インターネット公表に関する 
共著者全員の同意が得られていないため、 
本章の一部は非公表 
  
53 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
インターネット公表に関する 
共著者全員の同意が得られていないため、 
本章の一部は非公表 
 
54 
 
第 2章-Prdm9遺伝子への低形質性変異の導入とその機能解析 
序論 
 第 1章で明らかとなった Prdm9 ZFAの多型とその機能の関係を探るために、本章ではノ
ックイン (KI) マウスの作成による機能解析を行った。 
 マウスの減数分裂期における染色体分配では、動原体によって染色体が両側に引かれる
際に染色体間に一定の結合力がないと均等に分配されず、最終的に減数分裂が停止する。
染色体間の結合力を担保する構造は、シナプトネマ複合体と染色体間の交叉である。交叉
は相同組換えの際に生じる姉妹染色分体間の乗換えによる構造であるが、正常な個数がな
い場合は染色体分配に異常が生じることが知られている (Hassold and Hunt, 2001, Rockmill 
et al., 2006)。 
Prdm9はいくつかの機能が推定されているが、その中でも注目されているのが組換えホッ
トスポットの位置決定に関するものである。特に Prdm9の中の ZFAは、ホットスポット配
列の認識に関わる可能性が高いという点で、ヒストンメチル化に関与すると思われる
PR/SET ドメインと合わせて、Prdm9 機能の中心的役割を果たしていると考えられる。ZFA
型に依存して Prdm9 が全く異なる配列と結合する可能性が示唆されているが、ZFA 配列を
改変した遺伝子改変マウスを作成することで、実証的に Prdm9 の局在と組換えホットスポ
ット形成の関係を明らかにすることができる。また、これまでに指摘されている Prdm9 の
種分化遺伝子としての機能についても、同一のゲノム DNA背景で ZFAのみを改変し、様々
な ZFA KIマウスを作成し、交配を行うことができれば、ZFAの変化により種分化につなが
る不妊が引き起こされるか否かを実験的に検証することが可能になる。 
 既に先行研究では、Prdm9の KOマウスや、ミュータント、ノックインマウスが報告され
ている。報告された KOマウスは (Hayashi et al., 2005)、翻訳開始点付近の配列を置換して
翻訳が停止する系統であり、表現型はホモ接合体で雌雄とも不妊となる。ミュータントは 
ZFA の前でストップコドンが入る系統が存在する (Sun et al., 2015)。ノックインマウスは 
Prdm9CSTマウス (Baker et al., 2015) が相当し、このマウスでは ZFA が B10. R209-wm7系統
と同じ配列に置換されている。 
1章でクローニングした種々の ZFAを利用して、ZFAに着目した Prdm9の機能解析を行
うためには、こうした ZFA 領域を迅速かつ効率的にノックインできる仕掛けを盛ったマウ
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ス系統を作成する必要がある。そのため本研究では特に以下の 3点に着目し KIマウスの遺
伝子改変コンストラクト作成を行った。 
第一に、本研究開始時点で抗 Prdm9 抗体が得られていなかったため、マウスの内在性物
質に由来しないエピトープタグを導入し、Prdm9を市販の汎用的なエピトープ抗体で検出す
ることを考えた。第 1章の cDNAクローニングの段階で、他の遺伝子に比して Prdm9は発
現量が低いことが予想されたため、検出感度が高く、これまでに使用実績が多い高感度の
抗体およびエピトープタグを使用することが重要である。本研究ではインフルエンザウイ
ルスのヘマグルチニンに由来する HAタグを使用した。 
第二に、Prdm9の内在的活性を、低形質性変異などを導入することで、マウス生体内で制
御することを考えた。これまでの Prdm9の発現解析は、KOマウスを利用しヘテロ接合体と
することで発現量を変化させるなどの取り組みしか行われていない (Baker et al., 2015)。質
的な解析もPR/SETドメインに変異を導入したリコンビナントPrdm9に関する試験管内での
活性解析にとどまる (Wu et al., 2013)。さらには、PR/SETドメインと並んで機能的に重要な
ZFAの機能解析は手付かずの状態である。Prdm9の内在活性の制御に関しては、前述のタグ
配列を ZFAの直後の C-末端に付加することで低形質性 Prdm9 を作製できる可能性がある。
実際、DSB を形成する Spo11 では同様なアプローチにより低形質性変異を導入した例が報
告されている (Diaz et al., 2002, Martini et al., 2006)。Prdm9と Spo11、いずれの KOマウスも
不妊となるため (Romanienko and Camerini-Otero, 2000, Hayashi et al., 2005)、部分的に活性を
維持した形の低形質性変異の導入が機能解析を行う上で重要である。 
第 3に KIマウス作成後に容易に ZFAの入れ替えを可能にすることがあげられる。既存の
遺伝子ターゲティング手法では KI マウス作成後に再度 ES 細胞を採取し同様のターゲティ
ング・移植・交配操作を行うか、それぞれの ZFA バリアントについてターゲティングを行
う必要がある。これを回避するため本研究では変異 lox配列を利用した遺伝子カセット交換
法 (Araki et al., 2002, Ohtsuka et al., 2010) を参照し、ZFAを含む最終エキソン前後に導入す
る。その後作成した KI マウスに由来する受精卵に組換えコンストラクトと CRE リコンビ
ナーゼを注入すると組換えが起き、その受精卵より発生した個体は ZFA のみ遺伝子組換え
がなされることを目標とした。 
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材料と手法 
1. 遺伝子ターゲティングによる KIマウスの作成 
 本研究に使用したマウス Prdm9R209-HA KI マウスは、C57BL/6 系統に由来する ES 細胞の
Prdm9最終エキソンを B10.R209-wm7系統由来の配列で置換し、エピトープタグとして HA
タグを付加し、その前後を変異 lox 配列で囲んだ KIマウスである。 
ターゲット用遺伝子コンストラクトの作成は、まず C57BL/6系統に由来するゲノム DNA
よりPCRでPrdm9最終エキソンとその前後18.5 kbpを数か所に分割してクローニングした。
次に R209 系統の最終エキソンも PCR で増幅しストップコドンに変異が入り、その付近に
AgeI制限酵素サイトが付加するようにした。同時に合成した 3xHAタグ配列とスペーサー、
Frt-ネオマイシン耐性遺伝子配列を用意した。なお、これらの塩基配列は太田研究室の pCHA 
No.1、城石研究室の pBlueScript-FRTNeolox、pKO Scrambler V901+DTA、Invitrogenの GeneArt
に由来する (表 1.)。 
また、ホモロジーアームとしてロングアームとショートアームをそれぞれ約 9.8 kbpと 5.6 
kbp設定し、予想される RNAのプロセシングの位置を考慮しながら、最終エキソンとの境
付近に変異 lox配列 (lox71, lox2272) を導入可能なオリゴ DNAを用意した。これらの配列
を結合し、クローニングとシーケンス確認を繰り返して得られた産物を ES細胞トランスフ
ェクション用ベクターに入れ、ランダムに導入された場合にジフテリアトキシン A フラグ
メントが発現されるようにした (図 2.)。このコンストラクトを適当な制限酵素サイトで切
断し直線的にした後精製し、C57BL/6系統に由来する ES細胞にエレクトロポレーション法
で導入した。G418を用いた薬剤選択と PCR、サザンブロッティングによって、標的となる
Prdm9最終エキソンにコンストラクトが導入されているクローンを仮親に移植し、キメラマ
ウスを得た。キメラマウスは 1度野生型（WT）マウスと交配を行い、毛色により目標とす
る ES細胞由来の個体を選択し、さらにそのヘテロ接合体同士で 1回交配を行い、KIマウス
を得た。 
 
2. サザンブロット 
 ES 細胞より抽出したゲノム DNA を任意の制限酵素で断片化した。この際の制限酵素は
DNAプローブを設計した位置を含む制限酵素処理後の断片長が、KIで挿入された配列によ
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って検出可能な変化をすることが望ましく、今回の実験では Puv I (TAKARA) を選択した。 
 断片化後、分子量マーカーとともに 0.7%アガロースゲル電気泳動により配列長に依存し
た展開を行った。その後、純水で洗浄、加水分解液 (0.25 M HCl) で 10分ゲルを処理した。
さらに洗浄後、変性溶液 (0.5 M NaOH, 1.5 M NaCl) で 15分処理、中和溶液 (0.5 M Tris-HCl 
(pH 8.0), 1.5 M NaCl) で 15分処理、20xSSC溶液 (3 M NaCl, 300 mM クエン酸ナトリウム 
(pH 7.0) ) の順で処理を行った。このゲルより 1晩かけて濃度勾配を利用し DNAをメンブ
レン (Hybond –N+; GE Healthcare) に移動させる。DNAの保持されている表側に紫外線を照
射しメンブレンとクロスリンクさせた。その後メンブレンを純水で洗浄し塩を除き乾燥さ
せ 4℃に保存した。 
 検出に用いる DNAプローブへのラベリングは PCRを用いて行い、Ex Taq (TAKARA) キ
ット添付プロトコルのうち核酸を DIG mix Labeling Mix (Roche) に交換したものを用い、
DNAプローブのラベリング用プライマー (表 2.) により合成した。PCR産物は通常の 3%ア
ガロースゲル電気泳動で分離し、切り出した後 QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN) で精
製した。 
 DNA プローブのアニーリングは、まずプラスチック製の袋を用意しブロット済みメンブ
レンを入れ、42℃に保温した 10 mLの DIG Easy Hyb (Roche) を加えて密封した。これを 42℃
で 30分保温しながら振とうする。同時に 500 ngの精製した DNAプローブを 50 µLの純水
に溶解させ 95℃で 5分変性させた。氷上に移動し急冷した後、5-10 mLの DIG Easy Hybに
加えた。振とうしているメンブレンから DIG Easy Hybを除き、DNAプローブを加えた DIG 
Easy Hybと交換した。これを 42℃で 1晩振とうした。メンブレンを取り出し、200 mLの室
温 0.1% SDS, 2xSSC溶液内で 5分振とうし、続いて 65℃の 0.1% SDS, 0.5xSSCで 15分 2回
振とうした。 
 DNA プローブの検出は以下すべて室温で、まず上述のメンブレンを 100 mLの洗浄バッ
ファー (0.1 M マレイン酸, 0.15 M NaCl (pH 7.5) , 0.3% Tween20) 内で 5分振とうした。次に
100 mLのブロッキング溶液 (0.1 M マレイン酸, 0.15 M NaCl (pH 7.5) を用いて、Blocking 
reagent; Roche を 10 倍希釈 ) 内で 30 分振とうした。さらに 20 mL の抗体溶液 
(Anti-Digoxigenin-AP; Rocheをブロッキング溶液で 1:10000に希釈) 内で 30分インキュベー
トした。そして洗浄バッファーで 2回洗浄後、検出バッファー (0.1 M Tris-HCl, 0.1 M NaCl, 
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pH 9.5) 20 mLで 3分間平衡化した。処理後、表側に CDP-Star (Roche) 数滴を 10ml程度の検
出バッファーで希釈した溶液を、シーリングされた袋の中で加え 5 分間インキュベートし
た。これと Hyperfilm ECL (GE Healthcare) を暗室で数分感光後、現像した。 
 
3. PCR 
 基本的な操作は第 1 章で行った PCR と同様だが、用いたゲノム DNA の抽出法とプライ
マー (表 1.) は異なる。ゲノム DNAは主に成体 KIマウスの耳と尾から抽出・粗精製したも
のを用いた。 
 
4. 変異 lox配列を利用した遺伝子交換 
 本研究で利用する遺伝子交換反応は、変異 lox配列と CREリコンビナーゼを使用し、受
精卵へのインジェクションのみで目標とする領域の配列を交換する Pronuclear 
injection-based targeted transgenesis (PITT) 法と呼ばれるものである (図 3.) (Ohtsuka et al., 
2010)。CREリコンビナーゼは本来 loxP配列を認識し、それらの間で組換えを生じさせる酵
素だが、loxP 配列に変異が入っている場合には、位置選択的な組換えや平衡反応の偏りに
よるほぼ不可逆的な組換えを起こす。今回は lox66, lox71, lox2272の 3種類の変異 lox配列
を利用した。CREリコンビナーゼ存在下で lox66は lox71と組換えを起こすが、組換え後の
loxP配列と lox72配列のうち、lox72配列は lox66, lox71それぞれの配列に由来する変異によ
り CREリコンビナーゼが認識しなくなる。そのためほぼ不可逆的な組換えとなる。また、
lox2272は loxP, lox66, lox71いずれの配列とも組換わらず、lox2272配列とだけ高効率で組換
えを起こす。 
以上の性質を利用して、lox71, lox2272配列で図のように囲んだ最終エキソン領域を KIマ
ウス作成時に用意した。それに対しドナーとなるベクターには、方向を対応させた lox66, 
lox2272配列を ZFA を囲むように配置した。このドナーベクターを CREリコンビナーゼ発
現ベクター (pCAGCRE) と同時に受精卵前核へ注入することで、PITTシステムが作動する
と考えられる。本来、CRE による相同組換え反応はそれ自体では効率が高くないとされて
おり、薬剤選択が可能な ES細胞と遺伝子の組み合わせに対して行われることが多いが、報
告によると受精卵でも 4.3% 程度の効率で相同組換え可能としている(Ohtsuka et al., 2010)。
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また参照した方法では導入配列をコードしているドナープラスミドと CRE発現ベクターは
分けられていたが、本実験では同一のプラスミド上にあっても差し支えないと考え、1つの
プラスミド (All in one vector: Aiov) として合成した (図 4.)。Aiov は予備実験としてトリ
DT40 細胞へのトランスフェクションにより loxP 配列の組換えを観察しており、CRE リコ
ンビナーゼの発現を確認している。KIホモマウスに由来する精子と、KIホモマウスまたは
C57BL/6系統、CRE/+系統マウスに由来する卵を用いた体外受精 (in vitro fertilization; IVF)
で作成した受精卵の前核に、Aiovを 8 ng/µLの濃度でインジェクション用緩衝液 (Tris-HCl 
(pH 7.5) 5 mM, EDTA 0.1 mM) に溶解させインジェクションした。インジェクション後の受
精卵は 1晩培養後、発生の進行を確認して仮親の卵管に移植した。 
遺伝子の入れ換えに用いたヒト型 Prdm9 (hPRDM9A) はヒトの PRDM9-A 型として報告  
されている登録配列 (Baudat et al., 2010ほか; Accession No. GU216222) を利用し、GeneArt 
(Invitrogen) の遺伝子配列最適化により核酸配列を編集、人工遺伝子合成 (Genewiz) で合成
した。配列の最適化により本来のヒト由来 PRDM9配列は予測されるタンパク質では保存さ
れるが、コードしている塩基配列としては保存されていない。 
 
5. 精母細胞の免疫染色 
 精母細胞は生後 18-20日齢のオスのマウスより摘出した精巣由来のものを用いた。白膜を
除き、60 µLの 10% FBS (Gibco) / PBSが入った時計皿上で、18G注射針 2本ですりつぶした。
細切後の懸濁液を total 1.2 mLの FBS/PBSで洗いながら回収した。孔径 100 µm, 40 µmのナ
イロンメッシュ (Falcon 100 µm, 40 µm セルストレーナー; CORNING) に懸濁液を順に通し、
4000 rpm、 4℃、2分で遠心した。その後上清を除き等量の 10% FBS/PBSを加え、同条件
で遠心した。この上清を除き、1.85% ホルムアルデヒド/ 0.05 M スクロースで 1分間固定
する。1分後ただちに 10% FCS/PBSを 500 µL加えて 4000rpm、4℃、2分で遠心した。10% 
FBS/PBSを加え 2回洗浄し、MASコート付きスライドグラス (松浪硝子工業) に塗布した。
これをしばらく風乾させた。 
 スライドを PAP ペン  (DAKO) で区切り、PBS で 3 分間洗浄し、続いて 0.5% 
TritonX-100/PBS で 10 分間処理した。その後 PBS で 3 分間 2 回洗浄し、 0.1% 
TritonX-100/10%FBS/PBSで 1時間ブロッキングを行った。ブロッキング後、1次抗体として
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Rabbit Anti-SCP3 抗体  (Novus biological (NB300-231) )、  Mouse Anti-MLH1 抗体  (BD 
Pharminogen (551091) )、 Rabbit Anti-phospho-H2A.X (Ser139) 抗体 (Upstate (07-164) )を使用
し、ブロッキング溶液にそれぞれ 200 倍、20 倍、200 倍で溶かしスライドグラスに展開し
た。スライドグラスは湿潤箱に入れ1晩静置した。抗体溶液をふき取り0.05% TrionX-100/PBS 
で 3分 2回の洗浄を行い、最後に PBSで 3分間洗浄した。2次抗体として Goat Anti-rabbit IgG
抗体 Alexa488、Goat Anti-mouse IgG 抗体 Alexa488、Goat Anti-rabbit IgG抗体 Alexa568 (全て
Molecular probes) をブロッキング溶液に溶かしスライドグラスに展開した。この状態で湿潤
箱内において室温で 60分反応させた。抗体溶液をふき取り 0.05% TrionX-100/PBS で 3分 2
回の洗浄を行い、最後に PBSで 3分間洗浄した。PBS中で DAPI または Hoechst染色を行
い、PBS で洗浄した後、Vectashield (Vector laboratories) とカバーガラスで封入し顕微鏡 
(BX51; オリンパス) で観察した。 
 
6. 組織切片の作成と免疫染色 
 成体のオスマウスを解剖し精巣を摘出した。摘出した精巣をマイルドホルム (純水 500 
mLに対し、ホルマリン原液 100 mL、リン酸二水素ナトリウム・二水和物 2.25 g、リン酸
水素二ナトリウム・12水和物 8.19 g、メタノール 100 mLを加える) に漬け、1晩常温で静
置した。翌日固定した精巣を 70%エタノールに移し保存した。エタノール中で保存した精
巣を密閉式自動固定包埋装置 (ETP-150CVP; SAKURA) でパラフィン包埋し、ミクロトーム
で 5 µm厚の切片としてスライドを作成した。 
 スライドの免疫染色処理は、まず 60℃で 20分加熱しパラフィンを溶解させた。次にキシ
レンで 10分 4回処理し、100, 90, 80, 70%エタノールで 3分ずつ処理した後、水道水に 10分、
さらに純水で洗浄した。続いて PBS 中に 2 分おき、抗原の賦活化処理としてクエン酸バッ
ファー (純水 1 Lあたりクエン酸二水和物 2.94 g (pH 6.0) ) 中にスライドを保持した染色カ
ゴごと漬け、800 Wの電子レンジで 5-10分加熱処理、室温まで冷却後 PBS中に 2分おき置
換した。次に 0.1% TritonX-100/ 10%FBS /PBSで 1時間ブロッキングし、ブロッキング液を
除き、1 次抗体としてブロッキングに用いた溶液で Rabbit Anti-HA tag 抗体-ChIP Grade 
(ab9110) を 500 倍になるよう希釈し、PAP ペンで区切ったスライド上の組織に展開した。
この状態で 1晩 4℃で静置した。PBSで 5分 2回洗浄した後、2次抗体として Goat Anti-rabbit 
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IgG 抗体 Alexa488をブロッキング溶液で 500 倍希釈しスライドにアプライした。この状態
で 2時間、常温で静置し、反応後 PBSによる 5分 3回の洗浄を行った。最後に Vectashield
とカバーガラスで封入し顕微鏡で観察した。 
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結果 
Prdm9 KI マウスの作成 
 ターゲティングベクターの作成は当初、Prdm9領域を含む BACクローンを利用して作成
を試みた。この方法 (Narayanan and Chen, 2011) ではホモロジーアームを容易に付加するこ
とができる半面、遺伝子によっては大腸菌内での置換が困難な場合がある。本研究の場合、
BAC クローンを保持している大腸菌の増殖は確認できたが、目標とする遺伝子組換えコン
ストラクトの導入と切り出しを行うことができず、PCR で断片を分割しクローニングする
方法に変更した。 
 遺伝子ターゲティングにより作成した Prdm9遺伝子改変マウスの確認は主に PCRとサザ
ンブロッティングにより行った。まず、ターゲティングに用いたコンストラクト内の配列
と、ホモロジーアームとして含んでいるゲノム DNA 領域の外側の配列を用いて PCR プラ
イマーを設計した。ES細胞より抽出した DNAに対し、このプライマーで PCRを行ったと
ころ、144株中 80株のES細胞株で目標とする 5.4 kbpの位置にバンドが検出された (図 4.)。
このうち 2株に由来する ES細胞を胚盤胞へ注入し、仮親の子宮に移植した。仮親からはキ
メラマウスが生まれ、これを C57BL/6系統と交配し生まれた仔の尾に由来する DNAを用い
てサザンブロッティングを行った。結果、Prdm9 ZFAを含むゲノム DNAの Pvu I断片を検
出する DNAプローブで、ターゲティングが行われた場合に予想される位置にバンドが出現
した (図 5.)。 
 さらに、KIマウス精巣より抽出した mRNA をもとに合成した cDNAを PCRで増幅し、
配列解析を行った (図 6.) 。その結果、KI マウスの Prdm9 cDNA は HA-tag の挿入と
B10.R209-wm7系統に由来する ZFA型への置換がなされていることを確認した。 
  
Prdm9 KIマウスの表現型 
 作成した Prdm9 KI マウスは、ZFAとゲノムの背景に着目すれば既報の B10.R209-wm7系
統やPrdm9CSTと同様である。これらのマウスでは野生型 (Wild Type、WT) とされるC57BL/6
系統と比較して目立った表現型は観察されていない。 
 そのため繁殖や維持はそれらのマウスと同様に行うことができると考え飼育を行ったと
ころ、ヘテロ接合体の状態では特に問題はなかったが、ホモ接合体の場合に繁殖に要する
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時間がWTと比較して延長した。特に初産日数は KIマウスが 97.62日 (n=13)、WTが 74.6
日 (n=20) と平均 23日延び (p=0.00156, Welch’s t-test )、Prdm9 KOマウスのヘテロ接合体 
(Prdm9+/-) に類似する (Baker et al., 2015) 表現型となった。この結果から、今回行ったエピ
トープタグの付加により Prdm9 が低形質性となり、減数分裂の進行に何らかの問題が生じ
たと考えられた。 
 そこで、減数分裂期の精母細胞を免疫染色し、シナプトネマ複合体の形成状況と正常な
DSB の形成と修復が行われているかを確認した。試料はマウス精巣における減数分裂の開
始時期であるパキテン期細胞の割合が最も高く生後 18-20日齢のオスを使用した。その結果、
KI ホモマウスでは Scp3 で染色されたシナプトネマ複合体の形成が不完全な細胞が、B10. 
R209-wm7系統と比較して多数確認された (図 7.)。γH2A.Xは DSBの修復シグナルとして用
いられるリン酸化ヒストンである。B10. R209-wm7 系統の減数分裂パキテン期の細胞で
γH2A.Xの局在を調べると、γH2A.Xは性染色体周辺にのみ局在したのに対し、KIマウスで
は先行研究で報告されているPrdm9-/-マウスとよく似た常染色体における分布が認められた。
染色体上の交叉部位に局在する修復タンパク質 Mlh1 は、B10.R209-wm7 系統と比較すると
不明瞭なシグナルしか観察できない状態だった (図 8.)。また、抗 HA-tag 抗体により
Prdm9-HAの局在確認を試みたが、生後 18-20日齢のオス精母細胞への免疫染色では、非特
異的なシグナルしか得られず、予測される核内局在は見られなかった (図 9.)。生後 30日齢
の KI ヘテロマウスの精巣を摘出し、切片作成後に抗 HA-tag 抗体で免疫染色し、蛍光顕微
鏡で観察した場合も同様だった (図 10.)。 
 
受精卵前核へのインジェクションを利用した遺伝子交換の試み 
 今回の KIマウスに導入を確認した、lox71-lox2272間の Prdm9 ZFAを含む領域に対しヒト
A型の ZFAを導入しようと試みた。交換用ベクターを設計するに当たり、ヒト A型 ZFAは
マウスでのコドン使用率を考慮した塩基配列の最適化を行った。並行して使用した CREリ
コンビナーゼをコードする配列は、3回目の PITTまで合成したコドン最適化配列を使用し
たが、それ以降は参照した報告で用いられている配列を使用した。 
まず Prdm9 KIマウスの 3カ月齢以降のオスより採取した精子と、C57BL/6系統のメスに
由来する卵を用いて IVFで受精卵を作成した。IVFの結果、通常の C57BL/6系統や C3H/HeJ
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系統に由来する精子や受精卵を用いた場合と比較して受精率が低下した (表 3.)。しかし、
インジェクションと移植が可能な数量の受精卵は得られたため PITTを行った。結果、これ
までに全て Prdm9 KIマウスホモ接合体に由来する精子を用いて、C57BL/6系統との受精卵
から 29頭、Prdm9 KIマウスホモ接合体との受精卵で 27頭の PITT済みの仔マウスが得られ
たが、1頭のみ交換ベクターがランダムに挿入された Tgマウスが得られたのみで、目標と
する交換反応は起こせなかった。 
そこで、CRE 発現ベクターからのリコンビナーゼ発現効率が十分でない可能性を疑い、
CRE/+マウスに由来する卵を使用して作成した受精卵に対して交換ベクターをインジェク
ションした。この系統に由来する卵では CRE リコンビナーゼが、ゲノム DNA 中の一般的
な loxP 配列の組換えをほぼ確実に起こす量発現しており、通常であれば高効率で組換え反
応を起こすことが可能である。しかしながら、この卵を使用した場合得られた仔マウス 10
頭でも PITTは起こせなかった。なお最終的な移植胚数に対する産仔数は (表 4.) に示すよ
うになり、同時期に行った胚操作の結果得られた産仔数より出生率が低かった。  
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考察 
 本章で作成した Prdm9 KIマウスは、HAタグの付加により ZFAの機能を低形質性に変化
させたと考えられる。これまでに酵母の Spo11タンパクでも C-末端に HAタグ、Hisタグ配
列の付加により Spo11の低形質化が生じる例 (Diaz et al., 2002) が報告されている。付加し
たタンパク質の機能に対する相互作用を避けるため、エピトープタグは重要な機能ドメイ
ンから距離をとるために C-末端かN-末端のいずれに付加するか考慮し、セリンやアラニン、
グリシンなどで構成されるスペーサー配列を挿入するなどの工夫をする必要がある。今回
もマウス Prdm9 ZFAのうち C-末端側のリピートが塩基認識をしている可能性は低いとの複
数の報告 (Walker et al., 2015, Baker et al., 2015, Billings et al., 2013) をもとに、Prdm9R209の C-
末端に汎用されるHAタグを3個タンデムに付加し、さらにスペーサー配列を挿入しており、
これによる低形質化が原因ではないと考えられる。なお、Baker らの最近の報告によると、
Prdm9 の N-末端に Flag タグを付加した場合、培養細胞における強制発現時の結合配列は、
抗 Prdm9 抗体による ChIP-Seq が行われた際に確認された Prdm9R209結合コンセンサス配列
とほぼ一致していた (Baker et al., 2015) 。しかし、本研究では N末端側に Flagタグを連結
するように配置すると、CRE による組換え部位から 18kb 以上も離れているため、一度で
ZFAの置換を行うことが困難であると考え、C末端側にタグを付加した。今後は、HAタグ
を付加しないか、N末端側に付加するかの対応が必要と考えられる。 
 一方で、今回作製した Prdm9-HA KIマウスで、減数分裂の異常が観察され、最終的に受
精率が低下したことは興味深い。この表現型は減数分裂と精子形成に関わる遺伝子の発現
を低下させた場合にみられる表現型であり、特に γH2A.X シグナルの局在は既報の Prdm9
ミュータント (Sun et al., 2015) や,  Prdm9 KOマウスのヘテロ接合体 (Baker et al., 2015) と
同様であった。このような常染色体への γH2A.Xシグナル分布は、Prdm9の染色体上への局
在低下により、本来の組換えホットスポットとは異なる遺伝子プロモーター領域への DSB
の導入が原因であるとされている (Brick et al., 2012)。交叉部位の組換え節（組換えノジュ
ール）と共局在するMlh1 フォーサイの観察を試みたが、Mlh1 フォーサイは不明瞭であり、
染色体上の交叉部位の個数を数えるためには不十分であった。なお、既報の Prdm9 ミュー
タントおいてもMlh1フォーサイが消失しており (Sun et al., 2015)、今回の Prdm9-HAによ
る低形質性表現型は、DSB切断後の修復過程にも異常が生じていることを示唆している。 
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 Prdm9は発現の時期特異性が高く、減数分裂中の精母細胞の初期に発現することが、近年
取得された抗 Prdm9抗体を使用した研究から明らかとなった (Sun et al., 2015)。この報告に
よると Prdm9 は減数分裂を開始した精母細胞のうちレプトテン期の初期に強く発現する。
レプトテン初期では染色体は対合しておらず、減数分裂期前 DNA合成と減数分裂期特異的
な染色体構造が形成される。またこの時期には、組換えホットスポット特有のヒストン修
飾が施され、DSBなど組換え関連タンパクの局在が始まる (Crichton et al., 2014, Paigen and 
Petkov, 2010)。本研究では主に 18 日齢付近のマウスを使用して実験を行ったが、これは
Prdm9の発現が 18日齢まで観察されていること (Hayashi et al., 2005) と、同時期に確立さ
れるシナプトネマ複合体との共染色により Prdm9 の減数分裂期の特異的発現を観察するた
めである。しかし、後に Prdm9 は減数分裂期を通じて強く発現しておらず、また発現量も
限定的であるとの報告がなされた (Sun et al., 2015) 。したがって、今後はより早い時期（例
えば 8日齢付近）の試料を使用し、Prdm9の局在を解析する予定である。 
 KIマウス作成後に ZFA 領域に限定した遺伝子改変を行うため本研究では PITT 法を用い
た。H2-Tw3と Rosa26遺伝子座について、当該領域に変異 lox配列を導入した遺伝子改変マ
ウスの精子と、BDF1マウスに由来する卵より作成した受精卵に、対応する変異 lox配列を
含む組換えベクターと CREリコンビナーゼ発現ベクターを混合してインジェクションする
と、最終的に生まれたマウスのうち 4.3%程度が組換えを起こしているという報告がなされ
ている (Ohtsuka et al., 2010) 。 
 本研究では同様の方法で PITTを行っているが、ランダムインテグレーションによるマウ
スが 1 頭得られたのみで期待する効率は得られていない。インジェクションを行った個数
に対する組換え効率の低さと同時に、移植した受精卵からの産仔数も少なく出生率は 11.7% 
だった。同時期の IVF 胚の移植による出生率は細胞質にインジェクションした場合では
31.5% 程度、参照した PITTの報告では 27.4% (Ohtsuka et al., 2010) だったことを考慮すると、
Prdm9 KI胚は移植後に発生異常が起きた可能性が考えられる。 
遺伝子ターゲティングの効率はゲノム上のどの領域に対して行うかで大きく異なること
が知られている。遺伝子ターゲティングとして最も古くから用いられている方法では、ES
細胞に対する組換え効率は 1000個の細胞に対し 1個程度 (Capecci, 2005) であり、薬剤選択
をした場合でも数%程度にとどまる。近年ゲノム編集技術として任意の領域に限定した組換
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え効率の向上と、工程の短縮化が盛んに議論されているが、Zinc Finger Nuclease (Geurts et al., 
2009)、TALEN (Boch et al., 2009, Bogdanove and Voytas, 2014)、CRISPR-Cas9 (Wang et al., 2013) 
といった部位特異的な DSBを誘導する因子を併用しても、全ての標的配列で十分な効率の
組換えが起こせているとは言い難い。今回の遺伝子交換反応では、変異 lox配列を導入する
ターゲティングでは比較的高効率な結果を示した Prdm9 ZFA領域を標的としているが、参
照した PITTの報告では H2-Tw3と Rosa26遺伝子座を使用している。H2-Tw3は 17番染色体
MHC 領域に存在し、Rosa26 は 6 番染色体上の高頻度組換えが観察される領域である 
(Soriano, 1999)。CRE リコンビナーゼによる PITT を用いた場合でも、これらの遺伝子座と
Prdm9領域では組換え頻度が異なり、受精卵での組換えを起こすのに十分な効率ではないこ
とが考えられる。 
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表 1. KIコンストラクト作成に使用したプラスミド 
プラスミド名 由来 使用領域 
   pCHA No.1 太田研究室 3xHA tag 
   pCRII BluntTOPO+lox71, lox2272 太田研究室 lox71, lox2272配列 
   pBlueScript-FRTNeolox 城石研究室 FRT-Neo発現領域 
   pKO ScramblerV901+DTA 城石研究室 外側の大腸菌用選択マーカー 
    DTAフラグメントなど 
 
 
表 2. 本章の実験で使用したプライマーのうち重要なもの 
プライマー名 塩基配列 
Prdm9Ex11-MluI-SacII_F TGACATCTTTGTGTGTGAGCCGAGCTATTC 
Prdm9Ex11-MluI-SacII_R CTGCCATCACTTCCTTCGGTGATGTACTG 
Prdm9KI-PCRc candidate1_F AAGACCGACCAAGCGACGTCTGAGAGC 
Prdm9KI-PCRc candidate1_R GTCCCCTGCCATTCAAGCCAGAGACCA 
Prdm9-SA_side_3'ProbeF TGGCACAGTAGAAGCAGCACCTCTATCTCT 
Prdm9-SA_side_3'ProbeR CGCCAGTATGAATCATCCGGTGTACTGCCA 
Prdm9-cDNA.V1_F TTCTAGGCTCAGGCCCGACCATAGG 
Prdm9-cDNA.V1_R GCTGTTGGCTTTCTCATTCTTTTCG 
Prdm9-mlox5_4.5k_F ATCTCACCAGCCCCCGAGACCTAGTATC 
Prdm9-mlox5_4.5k_R GTCTGGCCTGTTCTGAGCTCTTCCACA 
hPRDM9A-swap_c_v2.3F (66:449) GCAGAGGGTTCCGGGACAAGTCTC 
hPRDM9A-swap_c_v2.3R (66:449) TCACTCGTCGGGTATACAGGCACCG 
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図 1. Prdm9 ZFAのターゲティングと完成後の KIマウスの Prdm9遺伝子座 
クローニングした Prdm9遺伝子 7番エキソンから 11番エキソン付近まで 18.5kbをもとに、
ターゲティングベクターを作成した。ターゲティングベクターのロングアームの 5’端にジ
フテリアトキシン Aフラグメント (DTA) 発現配列を付加し、ランダムインテグレーション
の選択マーカーとした。PCRによるターゲットされた ES細胞の判別は、図中の KI Primer
で行った。サザンブロットによる導入確認は、3’方向付近のゲノムを認識するプローブによ
り行った。その際に図中の Pで示した Pvu I制限酵素サイトによる切断を行った。他の略号
はそれぞれM: Mlu I、Sa: Sac II、St: Stu Iを示し、コンストラクト作成の位置の目安に使用
した制限酵素サイトを示す。図中には Flp/+マウスとの交配によりネオマイシン耐性遺伝子
を除去した状態の KIマウスと、対応する変異 lox配列・CREリコンビナーゼを作用させた
場合に ZFAが相同組換えにより交換された場合の例も示した。 
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図 2. 変異 lox配列と CREリコンビナーゼを利用した相同組換え 
KIマウス側のゲノムに lox71配列と lox2272配列で囲まれた入れ換え可能な領域 (青) があ
る。交換ベクター (Swap vector) 上に導入アレル (オレンジ色) を、ゲノムの lox2272、lox71
配列と対応させた方向の、lox2272、lox66 配列でそれぞれ囲む。このベクターと CRE リコ
ンビナーゼ発現ベクターを、同時に KIマウスゲノムを含む受精卵にインジェクションする
と位置特異的な組換えが生じ、ベクター側の配列がゲノムに導入される。 
  
71 
 
 
図 3. CREリコンビナーゼ発現領域と変異 lox配列をもつ入れ換えベクター 
入れ換えベクターは pCRII BluntTOPOの骨格に CREリコンビナーゼ発現領域と変異 lox配
列により相同組換えを起こさせる領域をそれぞれ配置した。さらに間にトリ HS4 インシュ
レーター配列を配置し CAGプロモーター領域からの影響を低減させ、CREリコンビナーゼ
の下流に IRESによる EGFP発現を同時に行うよう設計した。 
 
 
 
図 4. 遺伝子ターゲティング確認のための PCR 
ターゲティングベクターの導入を確認するために、ベクターのショートアームをまたぐ位
置で設計したプライマーを用いた PCR 産物を電気泳動した結果、組換え後に予測される
9.55 kbpの位置にバンドが観察された。この位置以外で設計したプライマーでも同様の結果
が得られ、多くの ES細胞で遺伝子ターゲティングが成功したと考えられた。 
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図 5. 遺伝子ターゲティング確認のためのサザンブロット 
サザンブロットの結果、Prdm9 KIの試料で目標とする領域 (WT: 13.4 kbp, KI: 8.66 kbp) の
長さの変化が観察された。図の KI マウスの全てで Prdm9 の片側アレルが遺伝子ターゲテ
ィングにより置換されている。 
 
 
図 6. KI マウスの Prdm9 cDNA配列 
(A) Prdm9のエキソン領域に設計したPCRプライマー (cDNA_FおよびcDNA_R) の位置。
Prdm9遺伝子のエキソン構造図は UCSC Genome Browser (http://genome.ucsc.edu/index.html)
より引用した。第 1エキソンから最終エキソンまでを含む全長 cDNAを増幅した。 
(B) 精巣抽出の cDNAをテンプレートとし増幅した Prdm9 cDNAの、クローニング後のコ
ロニーに含まれる断片の PCR増幅結果。このうち予想された増幅長に近い 4番と 5番のサ
ンプルを配列解析した。 
(C) 配列解析結果。上段は (B) の 4番のサンプルで、ターゲティングされてない B6アレ
ル配列である。下段は 5番のサンプルでHA-tagコード配列に置換されたKIアレルである。
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図 7. B10. R209-wm7系統 KIマウス由来の精母細胞の免疫染色像 
(A) 抗 Scp3（緑）および抗 γ-H2A.X 抗体（赤）と DNA 染色（DAPI：青）で 18 日齢の
B10.R209-wm7系統マウスの精巣より採取した精母細胞の免疫染色を行った。B10.R209-wm7
系統は KIマウスとゲノムの背景が似ており、同一の Prdm9 ZFA型をもつが HAタグの付加
がない。(B) 破線で囲った 4 領域が(A)の図における精母細胞を示す。オレンジの丸は
γ-H2A.Xの局在、緑の線は性染色体を示す。(C) 減数分裂の性染色体対合の模式図。オスの
X, Y 性染色体は青色で示した偽常染色体領域 (Pseudoautosomal region) のみでシナプトネ
マ複合体を形成するし、残りの部位は対合しないため、対合していない染色体のマーカー
である γ-H2A.Xが周囲に局在する。(D) 18日齢 Prdm9 KIマウスの精母細胞の染色像。Scp3
で染色された減数分裂中の複数の細胞が視野中に観察できるが B10.R209-wm7 系統と比較
して、分岐したような染色体や γ-H2A.Xシグナルが細胞中の広範にみられ、異常がある。 
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図 8. Prdm9 KIマウスと B10. R209-wm7系統におけるMlh1フォーサイ像 
(A) 抗 Scp3および抗Mlh1抗体で 18日齢の Prdm9 KI マウス精巣より採取した精母細胞の
免疫染色を行った。破線枠内の拡大像が(B)である。(B) Prdm9 KIマウスでは減数分裂・ザ
イゴテン期と考えられる細胞で Mlh1 フォーサイ (矢印) が観察されたが、その他の細胞で
は計数は困難だった。(C) (A)と同条件の染色を行った、B10.R209-wm7系統 18日齢の Prdm9 
KI マウス精巣より採取した精母細胞。破線枠内の減数分裂・パキテン期と考えられる細胞
の拡大像が(D)である。 (D) 緑色の Mlh1 フォーサイ(矢印) が染色体上に局在している。1
細胞あたり25個のフォーサイが観察され、これはマウスにおける標準的な交叉数 (Anderson 
et al., 1999) の範囲に含まれる。 
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図 9. 精母細胞の免疫染色による Prdm9タンパク質の検出 
18日齢付近のマウスの精巣より採取した精母細胞に対する抗HA tag抗体を用いた免疫染色。
WTは C57BL/6系統のマウス、KIは本研究で作成した KIマウスヘテロ接合体であり、同一
の親から生まれている。Hoechstは DNAを染色している。 
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図 10. 精巣切片の免疫染色による Prdm9タンパク質の検出 
30日齢のマウスの精巣より作成した切片に対する抗 HA tag抗体を用いた免疫染色。WTは
C57BL/6系統のマウス、KIは本研究で作成した KIマウスヘテロ接合体であり、No.は個体
の識別番号である。一部に HA タグのシグナルと思われる染色像が観察されるが、Hoechst
で染色されない、WT でも同様のスポットが観察されるなどの点から HA タグ付加された
Prdm9の発現を表しているものではないと考えられる。 
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表 3. Prdm9 KIマウスの IVFの受精率 
メス系統 オス系統 全卵数 正常卵数 受精卵 (個) 
 
受精率 (%) 
C57BL/6 C57BL/6 1430 1144 1063 
 
92.9 
       C57BL/6 Prdm9 KI ホモ 528 422 220 
 
52.1 
       Prdm9 KI ホモ Prdm9 KI ホモ 228 231 149 
 
64.5 
 
 
 
 
表 4. Prdm9 KIマウスの IVF後の出生率 
メス系統 オス系統 移植胚数 産仔数 (頭) 出生率 (%) インジェクション先 
Prdm9 KI Prdm9 KI 273 28 10.3 前核 
CRE/+ Prdm9 KI 87 12 13.8 前核 
C57BL/6 Prdm9 KI 256 32 12.5 前核 
C57BL/6 C57BL/6 820 258 31.5 細胞質 
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第 3章 -組換え頻度検出マウスの作成 
序論 
 生物種を問わず、染色体上の相同組換えの頻度を知ることは、多型解析の結果を実際の
遺伝子機能に結びつけて考える上で重要である。例えば、強い選択圧を受けている遺伝子
では多型の割合が周辺の遺伝子と大きく異なり、周辺の組換えホットスポットの影響を受
けている。集団遺伝学的解析に用いられる遺伝子の連鎖解析は、ヒトやマウスの全ゲノム
配列解読以降、染色体マーカーや特定の単塩基多型（SNP, single nucleotide polymorphism）
を検出する技術が発展し、主に医学分野において利用されている。特に近年、表現型と遺
伝子の対応が明らかとなることで疾患の原因遺伝子特定が大きく進歩した。こうした解析
においても組換えホットスポットの分布や強さを知ることは重要で、組換えが盛んな領域
とそうでない領域が存在し位置が特定できなければ、ヒトにおける連鎖不均衡を利用した
ハプロタイプ解析やゲノムワイド関連解析のような、遺伝子と SNP の連鎖解析は正確に行
うことが困難である。マウスにおいても複数の系統間で交配を行うことで、従来は困難だ
った表現型の責任遺伝子を探索する Collaborative Cross という手法 (Collaborative Cross 
Consortium, 2012, The Complex Trait Consortium, 2004) が近年着目されているが、この際にも
組換えホットスポットの分布を考慮した解析が必須となる。これまでに全ゲノム上の組換
えホットスポットの位置・頻度を計測した報告は酵母 (Mancera et al., 2008)、ショウジョウ
バエ (Chan et al., 2012)、マウス (Brunschwig et al., 2012) など複数存在する。上記に代表さ
れる報告では複数系統の多型情報を取得し処理することで、全ゲノム上での大まかな連鎖
不均衡の割合と組換え頻度を求めている。 
 特定のホットスポットに限定した場合では、Prdm9の関連するMHC領域の Psmb9組換え
ホットスポットを発見した初期の報告 (Shiroishi et al., 1982, Steinmetz et al., 1982)では、血清
を利用した抗原抗体反応による検出により組換え率を求めている。系統間の多型が組換え
ホットスポット周囲に存在する場合は、組換えが起こった個体 (Shiroishi et al., 1982)、もし
くは配偶子に由来する試料に対し PCRの増幅が起こるかどうかでも判別することが可能で
ある (Guillon and de Massy, 2002)。しかしながら、これらの方法では組換えを起こしている
と考えられる世代の個体を非常に多く消費する必要があり、代替する方法が必要とされる。 
 Prdm9の機能解析を目標とする本研究において、実際に組換えホットスポットでの組換え
79 
 
頻度が変化するかを測定することは重要である。これまでに用いられている組換え頻度測
定方法のうち、現時点で最も有用と考えられたのは、限界希釈により 1 個の精子とみなさ
れるゲノム DNA を試料として、組換えが起こった場合にのみ PCR で増幅されるプライマ
ーを用いて検出する方法である (Guillon and de Massy, 2002, Guillon et al, 2005, Baudat and de 
Massy 2007, Cole and Jasin, 2011)。この方法で測定を行う場合、限界希釈により近似的な 1
細胞分のゲノムの組換え率を測定するため、サンプルの採取、調製と希釈全てが正確に行
われる必要がある。同時に PCRの際の人工的な産物や不正確な増幅を抑制する工夫が必要
となる。そこで、本研究ではこれらの点を克服した「組換え検出マウス」を新たに作成す
ることを目標とした。 
 まず、Prdm9による結合と活性化が明らかなマウス組換えホットスポットの配列を用意し
た。マウスではこれまでに多くのホットスポット存在領域が明らかとなっている(Mizuno et 
al., 1996, Isobe et al., 2002, Kauppi et al., 2007, Parvanov et al., 2009)。初期に発見されたMHC
領域の Psmb9ホットスポットでは、PCRに依存しない非常に労力を必要とする方法で組換
え頻度が計測されている (Shiroishi et al., 1982)。この領域では、既に先行研究において Prdm9
タンパク質のクロマチン免疫沈降法 (ChIP) による DNA-タンパク間の結合解析が行われて
いる (Grey et al., 2011, Billings et al., 2013) 。そこで、この領域に焦点を絞り、組換え検出マ
ーカーの設計、マウス作成を行った。 
 次に、この Psmb9ホットスポット配列を利用し、PCRに依存しない簡便な相同組換え検
出系を考えた。具体的には、蛍光タンパク質 EYFPに代表されるレポーター遺伝子内のイン
トロン領域に Psmb9 ホットスポットを導入し、Prdm9 による相同組換えが導入部位で生じ
た際に、その前後で遺伝子発現の制御配列が変化し、蛍光発光により非侵襲的に検出する
実験系を考案した。なお、これまでに遺伝子発現に頻用されている CAGプロモーターによ
る EYFP発現系と、Psmb9ホットスポット配列を組み合わせることで、組換えが起こった場
合のみ EYFPの蛍光が観測できるマウスの作成を目指した。 
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材料と手法 
1. Tol2トランスポゾンによる遺伝子改変 
 本研究で目標とする検出系マウスは、検出に利用する蛍光タンパクの発現コンストラク
トがゲノムに対し 1 コピーのみ導入されている必要がある。しかしながら、従来のランダ
ムインテグレーションによるトランスジェニックマウス (Tg マウス) の作成法は、導入さ
れる遺伝子が 1 領域に複数コピーに挿入されてしまう可能性が指摘されている (Capecci, 
2005)。そこで Tol2トランスポゾンを利用し、確実に 1コピーのみがゲノム DNAに挿入さ
れる方法 (Sumiyama et al., 2010) で Tgマウスを作成した。 
 ミトコンドリア局在性 EYFPが全身発現する pCAG-mitoEYFPベクターを改変し、CAGプ
ロモーターと mitoEYFP間に、C57BL/6系統由来のマウス Psmb9ホットスポットを含む周辺
配列 5.6kbpを挿入した。また CAGプロモーターは loxP配列で囲み、mitoEYFPとポリ Aシ
グナルは Frt 配列で囲んだ。次に全体配列をニワトリ HS4 インスレーターで囲み、周囲の
ゲノム DNAからの影響を受けないようにし、その両末端に Tol2x配列 (Tol2エレメント) を
付加した (図 1.) 。なお、これらの塩基配列は城石研究室の pJC13-1 (pGEM-4Z)、
pCAGEYFP-mito、pCR4Blunt-TOPO+Tol2x、ファスマックの合成オリゴヌクレオチドに由来
する。この遺伝子コンストラクトを環状のベクターに保持させた状態で、Tol2 トランスポ
ザーゼ発現ベクター (pCS-TP) とともに、C3H/HeJと C57BL/6雑種 F1マウスの受精卵細胞
質にインジェクションした。インジェクション後 1晩培養し仮親に移植した。 
 移植した仮親より生まれた仔の指を生後 20 日ほどで採取し、蛍光実体顕微鏡 (MZ16F; 
Leica Microsystems) で EYFP の蛍光を観察した。EYFP の蛍光が強く観察された個体は
C57BL/6系統と交配させ、仔の世代に EYFP発現が遺伝した個体を選択した。 
 
2. インバース PCRによる挿入位置の探索 
 尾や肝臓などから長鎖が保存されたゲノム DNAを抽出し、任意の制限酵素を 1晩反応さ
せ 10 µgのゲノム DNAを断片化した。制限酵素は DNAメチル化に感受性がなく、6塩基認
識の酵素 (Avr II, Kpn Iなど) がふさわしい。また、周辺配列を明らかにしたい既知配列の
内部に認識部位があるものは不適である。切断後の DNA断片をフェノールクロロホルム抽
出、エタノール沈殿の操作で精製し、適量の Tris-HCl (pH 8.0) 溶液に溶解する。この段階で
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電気泳動と濃度測定を行った。問題がないことを確認した上で、T4 DNA Ligase (TAKARA) 
で以下の反応溶液を調製した。 
 最大 500 ngの断片化ゲノム DNA X µL 
 10x T4 Ligase Buffer  50 µL 
 水    440-X µL 
これを震盪攪拌し、25-37℃で 30秒温めた。T4 DNA Ligaseを 10 µL加え混合した。16℃で
1晩保温した。この反応液をフェノールクロロホルム抽出、エタノール沈殿の操作で精製し、
PCRによって目標とする領域の PCR産物を得た。これをクローニング、または直接配列解
析 に 用 い 、 得 ら れ た 断 片 の 周 辺 配 列 情 報 を デ ー タ ベ ー ス 
(http://blast.ddbj.nig.ac.jp/blastn?lang=ja) で検索した。両側の配列で挿入位置のコンセンサス
が得られた場合、挿入配列により増幅長が変化する通常の PCRプライマーを設計し増幅を
確認した。用いたプライマーは 表 1. に記した。 
 
3. 蛍光顕微鏡を利用した精子の観察 
 マウス精子観察の手法は (Garner et al., 1995) を参考にした。 
 得られた Tgマウスのオスを解剖し精巣上体を摘出した。眼科用ハサミとピンセットを用
いて PBS 中で余分な組織を除き、精巣上体の内部があらわれるようにした。300 µL の
HEPES-0.1%BSA中に入れ、ミネラルオイルを上層に添加し 36℃で 5分インキュベーション
した。組織片を除き遊離した精子を含む溶液を新しいチューブに移した。これに 7.5%ホル
ムアルデヒド/10 mM PBSを 300 µL加え、常温で 10分固定した。10000 xgで 2分 25℃で遠
心し、上清を捨てた。0.1M酢酸ナトリウム溶液を 500 µL程度加え洗浄した。10000 xgで 2
分 25℃で遠心し、上清を捨てた。このとき得られた沈殿が精子を含むのでMASコートされ
たスライドグラスに展開し 10分程度風乾させた。ヨウ化プロピジウム (PI) 250 µg/mL染色
液を 10 µLスライドグラス上に滴下し 10分静置・染色した。溶液を除き、PBSの入った染
色びんで洗浄した。Vectashieldとカバーガラスで封入し顕微鏡で観察した。 
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4. cDNAのインバース PCR 
 本章における Tgマウスからの mRNAの抽出と cDNAの合成は第 1章の cDNA合成の方
法に従ったが、本章の実験のうち EYFP mRNAの転写開始点の解析では、2本鎖 cDNAを直
接合成可能な、PrimeScript Double Strand cDNA Synthesis Kit (TAKARA) を使用した。キット
に添付されている手法で合成を行い、得られた cDNA の濃度を測定した。測定後、以下の
分量で試薬を混合した。 
 500 ngの cDNA   X µL 
 10x T4 Ligase Buffer  50 µL 
 水    (440-X) µL 
 T4 Ligase   10 µL 
 混合後 16℃で 1晩保温し抽出・精製後、インバース PCR用に設計したプライマーを用い
て PCRを行い、得られた増幅断片を pCR-BluntII-TOPOクローニングした。クローニング後
配列を解析し転写開始領域を決定した。 
 
5. PCR を利用した組換えの測定 
 5-1. 長鎖増幅による組換えの確認 
精巣より抽出したゲノム DNAをテンプレートとし、表 1.中のプライマーを用いて Tks 
Gflex DNA Polymerase (TAKARA) の添付プロトコルに従い反応を行った。 
 
 5-2. デジタル PCRキットを使用した組換えの検出 
 デジタル PCRは微小な液滴に試料を限界希釈した状態で PCR反応を行い、増幅を蛍光
試薬で確認した。最終的に増幅された液滴数を統計学的処理し、全体に対する濃度・コ
ピー数を求める手法である。本研究では組換えの生じた分子数と組換えの生じていない
分子数の比率を求めるために行った。専用の機器を用いた測定前に ddPCR EvaGreen 
Supermix (BioRad) のキット添付プロトコルに従い反応を行った。 
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結果 
組換えホットスポット導入マウスの作成と表現型 
 Tol2 トランスポザーゼと Tol2x配列を利用した、組換えホットスポットを含む mitoEYFP
発現コンストラクトの受精卵へのインジェクションにより得られたマウス 34 個体のうち、
11 個体の前肢と耳で強い EYFP の蛍光が観察された。Tol2 システムを用いたトランスジェ
ニック (Tg) マウス作成では、1ゲノムあたり 4-5個程度のコピー数でコンストラクトが導
入される傾向がある (Kondrychyn et al., 2009)。また、挿入遺伝子座によって遺伝子発現が変
動し、致死的な表現型につながる場合や生殖細胞系列へ伝達できない場合もあるため、
C57BL/6系統を用いた戻し交配を 1世代行い、1コピーで EYFPを強発現する個体を選抜し
た。その結果 3系統の組換えホットスポット導入マウス系統が得られた。 
 これらのマウスにおける、コンストラクトの挿入位置を明らかにするため、インバース
PCR 法で外側の未知配列の配列解析を試みた。いずれの系統のマウスでも、断片化ゲノム
DNA調製の段階で複数の制限酵素を用いたが、それぞれ単一の PCR産物が得られ、クロー
ニングと配列解析を行った。各系統から得られた配列情報を DDBJ BLASTで検索した結果、
1 番染色体、3 番染色体、6 番染色体にそれぞれ挿入されていることが明らかとなった (図
2.)。次に、各系統のホモ接合体を作成し、オスの精子を採取・固定して蛍光顕微鏡で観察
した。いずれの系統から採取した精子でも、尾の頭部側に mitoEYFPによる蛍光が観察され 
(図 3.)、最終的な目標とする組換え頻度検出マウスのアレル状態では、精子尾部が蛍光を発
することを確認した。 
 
リコンビナーゼ保持系統との交配による組換え頻度検出マウスの作成 
 作成したホットスポット配列導入系統の CAG プロモーターと mitoEYFP コード領域は、
それぞれ loxP配列と Frt配列に挟まれている。3系統に対して CREリコンビナーゼを発現
する CRE/+ 系統と、FLP リコンビナーゼを発現する FLP/+ 系統を別々に交配させると、
次世代では CAG プロモーターが消失した個体と、mitoEYFP が消失した個体が得られる。
適切な位置での組換えを確認するため、PCR によりリコンビナーゼ応答配列周辺を増幅し
たところ配列長が短くなっていた。また全身の EYFP 発現を耳の蛍光で確認したところ、
WTと違いが見られなかったため mitoEYFPの発現が消失したと判断した。 
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リコンビナーゼ保持系統との交配により CRE/+ または FLP/+ の状態になった場合、組
換え頻度検出マウス作成のための交配で、発現しているリコンビナーゼの影響で組換えが
起きていないもう一方の配列も消失させてしまうため、ヘテロ接合体同士の交配を経てリ
コンビナーゼアレルを保持しない個体を作成した。(図 4., 図 5.) 
また、ここまでのマウスの Prdm9 ZFA型はいずれも C57BL/6系統に由来する Prdm9B6型
であり、導入した C57BL/6系統に由来する Psmb9ホットスポット配列 (Psmb9B6) には結合
できない。そこで Psmb9B6に結合することが確認されている B10. R209-wm7 系統に由来す
る Prdm9R209型に置換する必要があるため、FLP/+ の導入により mitoEYFPを消失させたマ
ウスと B10. R209-wm7系統を交配させ Prdm9R209を導入する。mitoEYFPを消失させたマウ
スは最終的に FLP/+ の消失を確認し、Prdm9R209/R209の状態にした。この操作をはじめに作
成した 3系統全てで行った。 
目標とする組換え頻度検出マウスはここまでの手順で作成した、Tg (Psmb9 HS-mitoEYFP), 
Prdm9B6/B6 系統と Tg (CAG-Psmb9 HS), Prdm9R209/R209 系統を交配して作成した。 
 
組換え頻度検出マウスの表現型解析 
 組換え頻度検出マウス (Tg (Psmb9 HS-mitoEYFP / CAG-Psmb9 HS), Prdm9B6/R209) オス成体
から摘出した精巣、および精巣上体から抽出した精子をもとに、蛍光観察で組換えを検出
することが可能か検証した。 
 まず、精子の観察は、最初に作成した組換えホットスポット導入マウスと同様の手法で
行った。導入されている染色体の位置が異なる 3 系統それぞれのマウスについて観察を行
ったところ、いずれのマウスでも最初に作成した組換えホットスポット導入マウスと同様
の蛍光を発する精子は発見できなかった。 
 そこで、精巣より抽出した mRNAより cDNAを合成し、PCRにより mitoEYFPの転写を
確認したところ、mRNA として転写されている場合に増幅が予想される位置にバンドが検
出された。これは目標としている組換えが起きている可能性を示唆していたが、対象実験
として同時に行った同マウスの肝臓・腎臓に由来する cDNAからも同様の mitoEYFPの転写
が生じていた (図 6.)。これは相同組換えが生じない体細胞でも mitoEYFPを発現することを
示している。なお、遺伝子コンストラクトの一部を削除した個体で mitoEYFPの発現消失を
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蛍光観察で確認していたが、交配に利用した個体にさかのぼり再度 mRNA を抽出して発現
を検証したところ、CAGプロモーターを削除した系統で同様のmRNAの発現が確認された。 
そこで、系統樹立の際に確認した位置とは異なる染色体領域に発現コンストラクトが挿
入されている等の可能性を検証するため、2本鎖 cDNAのインバース PCRを利用した 5’ 非
翻訳領域の配列解析 (Rapid Amplification of cDNA End; RACE) により、この mRNAの転写
開始点 (TSS) を特定した。その結果、mitoEYFPをコードする配列の直前に存在した 200bp
程度のトリ β-アクチンのプロモーター領域の後半の配列の 2 ヶ所から、一続きのエキソン
として転写が開始されていることが明らかとなった (図 7.)。 
この結果に加え、CAG領域とmitoEYFPにまたがるプライマーを用いて cDNAに対し PCR
を行ったところ、イントロンの存在しない当初予想されていた転写産物が確認されたこと
から、Tg (Psmb9 HS-mitoEYFP / CAG-Psmb9 HS) マウスでは、一方の CAG領域から転写が
開始され、何らかの要因で mitoEYFP側の産物と融合するスプライシングがなされている可
能性が示唆された。以上より作成した 3 系統のホットスポット導入マウスでは精子の蛍光
を観察による組換え頻度の検出は困難であることが明らかとなった。 
しかしながら、本マウスを用いることで異所的に導入した Psmb9 ホットスポットでの組
換えを検出することは可能である。この実験は、マウス組換えホットスポットの Prdm9 に
よる普遍的な制御を示すうえで重要であると考え、ホットスポット配列をまたぐ長鎖の
PCR による増幅で組換えの有無を確認した。プライマーを設計し、作成した 3 系統に由来
する組換え頻度検出系マウスの成体オス精巣より抽出したゲノムDNAをテンプレートとし、
組換えが生じている場合に約 5.4 kbpの産物が得られる PCRを行った。その結果、2系統に
由来する組換え頻度検出マウスでは精巣由来のゲノム DNAでのみ、導入した組換えホット
スポット周辺で組換えが起きていることが確認された。1 番染色体に導入された個体では、
遺伝子型が Psmb9 HS-mitoEYFP / CAG-Psmb9 HSは共通で、Prdm9B6/B6と Prdm9B6/R209の個体
をそれぞれ作成し、同様の PCRにより Prdm9R209に依存した組換えであることを明らかにし
た (図 8.)。 
 この組換えが生じていたことが確認されたゲノムDNAと、組換えが起こらないTg (Psmb9 
HS-mitoEYFP), Prdm9B6/B6系統、Tg (CAG-Psmb9 HS), Prdm9R209/R209系統のゲノム、組換え後の
配列をもつ当初の組換えホットスポット導入マウスのゲノム DNAを用いて、適当な比率で
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希釈・混合することで一定の組換え頻度を模倣した試料とを同時に PCRし比較を試みた。
しかしながら、使用したデジタル PCR キットでは十分な増幅効率が得られず、プロトコル
を改変した場合でも増幅しなかった。 
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考察 
 本研究で用いた組換えホットスポット Psmb9 は最も初期に特定された組換えホットスポ
ットであり、交配と血清を用いた解析で Prdm9R209存在下での組換え頻度は 3.2%と、Prdm9B6
の場合の 10倍程度になる (Shiroishi et al., 1982)。そのため、適切に組換えが起きていれば蛍
光顕微鏡の視野内に観察可能な十分量の精子が存在すると推測されたが、蛍光は観察され
なかった。この結果について、発現系が適切であったかどうかを減数分裂と精子形成の特
殊性に着目して考察する。 
本章で用いられている発現コンストラクトに含まれる CAGプロモーターは、3’側から順
にサイトメガロウイルスに由来する CMV-IE エンハンサー、ニワトリ β-アクチンの第 1 エ
キソン TSS を含むプロモーター、ウサギ β-グロビン遺伝子のスプライスアクセプターと翻
訳開始点から構成されている (Miyazaki et al., 1989, Niwa et al., 1991)。このうち、CMV-IE エ
ンハンサーとトリ β-アクチンの第 1エキソンを含むプロモーターの大半の部分を loxP配列
で囲んでおり、CRE/+ 系統との交配を経由した個体ではその領域が消失している。CAGプ
ロモーターによる遺伝子発現は全身の細胞で起き、汎用プロモーターとして利用されてい
る。精巣での CAGプロモーターによる mitoEYFPの発現は既に報告されており(Huang et al., 
2000)、精子の尾の頭部側での蛍光が確認されている。本研究で用いた組換えベクターは、
この報告で用いられた遺伝子コンストラクトに基づいて作成している。そのため、5kbp を
超える組換えホットスポット配列を含むイントロン領域のスプライシングがなされれば、
EYFPは発現し精子へと移行すると推測していた。組換えホットスポット導入マウスでは予
想通りの発現が見られ、発現コンストラクトを部分的に削除したマウスも蛍光が消失した
ことから、報告されているCAG-mitoEYFPマウスと同様の精子への移行とスプライシング、
CAGプロモーターの活性が確認された。 
ところが、最終的に組換え検出マウスでは導入したホットスポットで相同組換えが起き
ているにもかかわらず蛍光は観察されなかった。これは精巣における CAGプロモーターの
活性と、減数分裂後の発現遺伝子における転写活性の違いに起因していると考えた。 
精子の形成には、減数分裂後に独自の構造を形成するための様々なタンパク質、プロタ
ミンやアクロシンなどを発現する必要がある (Eddy et al., 2002)。完全に成熟した精子ではク
ロマチンは高度に凝縮しており転写や翻訳は行われていないと考えられる。精子形成に至
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るまでに多くの遺伝子ではクロマチンの凝縮のため転写が停止し、精子形成に関わる遺伝
子でのみが活発に発現する (Eddy et al., 2002)。この際の転写活性化メカニズムは特殊であり、
一般的な体細胞の転写因子である TATA box binding proteinに類似した、減数分裂後期以降に
発現する TATA box binding protein-like 1 (Tbpl1) 等の機能により転写が開始される。そのた
め TATA box をもつ体細胞発現性の遺伝子の転写活性は変化する。また cyclic 
AMP-responsible element modulator (CREM) のように精子形成時にのみ発現する転写活性化
因子は、精子形成に関連するプロモーターをもつ遺伝子の活性化に重要である。さらに 3’
端へのポリ A付加に必要な AAUAAA配列も、生殖細胞で発現している多くの mRNAでは
欠落している (McMahon et al., 2006, MacDonald and Redondo, 2002)。以上の点から、精子形
成時の遺伝子発現には、他の体細胞と比較して特殊な、遺伝子をコードする配列側の構造
を必要とする。 
本研究で使用したCAGプロモーターではCMV-IE エンハンサーからトリ β-アクチンプロ
モーター付近にかけて 3か所の cAMP response element binding protein (CREB) 結合サイトが
あり、CREB依存的な転写活性化が行われると考えられる。また mitoEYFPをコードする領
域の 3’末端は、ウサギ β-グロビン遺伝子のポリ A付加配列となっている。そのため、CAG
プロモーターは一般的な体細胞の転写系では強く発現できるが、減数分裂後の転写系では
活性化されなかった可能性が高い。なお、リコンビナーゼ作用前の組換えホットスポット
導入マウスで観察された精子尾部の蛍光は、減数分裂以前から細胞内あるいはミトコンド
リアに蓄積していたタンパク質と考えられる。 
検出系マウスの CAG プロモーターより転写された産物が、mitoEYFP 側の産物と融合す
るスプライシングと思われる現象は、トランス・スプライシングであると考えられる。ト
ランス・スプライシングはプロセシングを受けていない pre-mRNA が他の pre-mRNA 間と
でスプライシングを起こすことで生じる (Finta and Zaphiropoulos, 2002, Berger et al., 2015)。
ヒトやラットの体細胞でも頻度は高くないものの普遍的に起こっている現象と考えられる 
(Caudevilla et al., 1998)。本研究の場合、Tg (Psmb9 HS-mitoEYFP) マウスの mitoEYFP領域の
直前配列がプロモーター由来の高GC含量領域であったことから、類似する配列を含むCAG
領域の転写産物に結合し、スプライシングを受け融合した可能性が考えられる。 
PCRによる長鎖増幅により導入した Psmb9ホットスポットでの組換えを確認したが、デ
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ジタル PCR による増幅には失敗した。デジタル PCRキットは従来のリアルタイム PCR で
用いられる 200 bp程度の断片の増幅に最適化されており、含まれるポリメラーゼでは本研
究で目標とした 5 kbp以上の増幅には適さないと考えられる。 
しかしながら本研究の結果、Prdm9結合配列の導入によりマウスにおける相同組換えを任
意の位置で高確率に起こすことが可能であると検証できた。これは Prdm9 がマウスの組換
えホットスポットの大半を普遍的に制御していることを示唆している。同時に、Prdm9以外
の因子が交叉形成の最終的な位置決定に関与している可能性を示す結果も得られた。また
今回の実験結果を受け、組換え検出マウスを再構築する機会があるならば以下の点に着目
したい。① 遺伝子発現を利用する場合は、減数分裂後期以降の特異的発現を示す遺伝子を
用いる。② ホットスポット配列を短縮しリアルタイム PCR等で検出可能にする。③ ゲノ
ム編集技術を利用し工程を短縮、複雑な交配を回避する。  
相同組換えはまれな現象であるため、RNA のプロセシングを経由した場合、トランス・
スプライシングのようなわずかな変動であっても、結果は重大な影響を受けた。コンスト
ラクト作成時には、こうした要因を排除する緻密な設計が必要であると痛感した。 
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図 1. Tol2 トランスポゾンによる導入に使用した遺伝子コンストラクト 
精巣における mitoEYFP発現の報告 (Huang et al., 2000) で使用されていた発現コンストラ
クトの中間に B10型 Psmb9ホットスポットの配列を挿入し、エンハンサー・プロモーター
領域と mitoEYFP コード領域を分割した。さらにエンハンサー・プロモーター領域は loxP
配列で、mitoEYFP コード領域を Frt 配列でそれぞれ囲み、対応するリコンビナーゼで除去
できるようにした。これらの配列をトリ HS4 インシュレーター配列で囲むことで、挿入周
辺からの転写制御・修飾の影響を排除した。最終的に Tol2x配列を両端に付加し、環状 DNA
の状態でインジェクションに使用した。 
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表 1. 用いたプライマー 
プライマー名 塩基配列 
Psmb9Const1(CAG-Psmb9)_F CTCCGGGCTGTAATTAGCGCTTGGTTTA 
Psmb9Const1(CAG-Psmb9)_R CACAAAGATCGCTGTTCCCTTGACATGA 
Psmb9Const2(Psmb9-EYFPmito)_F TGTCTATCCCCTCCCACTCTCAAATGTC 
Psmb9Const2(Psmb9-EYFPmito)_R GCCATGATATAGACGTTGTGGCTGTTGT 
Psmb9Const3(HS4-Psmb9)CAGSkip_F CAGTGCCACATCCCCACAGTTCTTCATC 
Psmb9Const3(HS4-Psmb9)CAGSkip_R CTGTGGAAGGAGAGGGCTGACTCCTGAA 
Psmb9Const4(Psmb9-HS4)EYFPSkip_F CACAGGCACAAACCCACACAGAGACACA 
Psmb9Const4(Psmb9-HS4)EYFPSkip_R GGAAAGGCCCACAATGCTCATCCAGTTC 
Psmb9EYFP(7ABb)-Tg_F-894 ATAGCAGGGGGTTGGAACTGGATGAGCATTG 
Psmb9EYFP(7ABb)-Wt_F-680 AGTACAGGCGGTTGGTATAGTGAGTGGATGTC 
Psmb9EYFP(7ABb)-Tg/Wt_R AGGAACGGTTTATGCTCCACACTAATGCCTGA 
Psmb9EYFP(8cd)-Tg_F-1058 AGGGGAGGTTTAGGTTGGATATGAGGAGGC 
Psmb9EYFP(8cd)-Wt_F-650 CCATGGTGTGACATGTAGCAGGCATAGAACG 
Psmb9EYFP(8cd)-Tg/Wt_R AGGCCATCTCCCAAACGCTGAGGTTTTATAG 
Psmb9EYFP(9CDb)-Tg_F-1292 TGGAACTGGATGAGCATTGTGGGCCTTTCC 
Psmb9EYFP(9CDb)-Tg_R CTGTGGTGATTGGTTGAGGCGTGGTTGTGG 
Psmb9_Rec checker_1F(TM64) ATGGTAATCGTGCGAGAATTGATAACTTCG 
Psmb9_Rec checker_1R(TM64) CGGACATGCTAGCTTTGCCAAAATGATG 
Tol2lox-Inverse No.1_F AACTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGG 
Tol2lox-Inverse No.1_R GCGCCAGATCTCCGATTCGACAATACTC 
mitoEYFP-Inverse_1F AGCCACAACGTCTATATCATGGCCGACAAGC 
mitoEYFP-Inverse_1R ACGGACATGCTAGCTTTGCCAAAATGATGAGA 
mitoEYFP-Inverse_2F CTTCAAGATCCGCCACAACATCGAG 
mitoEYFP-Inverse_2R CACGCTGAACTTGTGGCCGTTTAC 
CAG-EYFP_cDNA-1_F GGCTCTGACTGACCGCGTTACTCCCA 
CAG-EYFP_cDNA-1_R CGCGGGTCTTGTAGTTGCCGTCGTCC 
CAG-EYFP_cDNA-2_F TCTGACTGACCGCGTTACTCCCACAG 
CAG-EYFP_cDNA-2_R TGGGGGTGTTCTGCTGGTAGTGGTCG 
Frt-EYFP-Frt_V2_F(Tm67_2.6k) ACTCGTTTCCTTCCCTTTCCAACTACATGC 
Frt-EYFP-Frt_V2_R(Tm67_2.6k) ACTGCCTCCTCATATCCAACCTAAACCTCC 
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図 2. Psmb9ホットスポット導入マウスの系統ごとのコンストラクト挿入位置 
Tol2 システムによるコンストラクト導入後、蛍光の強発現とホモ接合体の維持が確認され
た系統を 3系統作成した。それぞれの系統で 1番染色体、3番染色体、6番染色体上に 1コ
ピーずつ、図中の赤色で示した位置に挿入されていた。数字は左から染色体の番号、デー
タベースに登録されているゲノム上の位置、参照したゲノム解析データを示す。 
 
図 3. Psmb9組換えホットスポット導入系統の精子の蛍光顕微鏡像 
WTは C57BL/6系統、Tg (CAG-Psmb9-mitoEYFP) マウスは本研究で作成した 1番染色体組
換えホットスポット導入マウスである。PIはDNAを染色し、精子の頭部のマーカーとなる。
Tg (CAG-Psmb9-mitoEYFP) マウスでは精子の尾部のうち頭部側が蛍光を発しており、EYFP
の発現とミトコンドリアへの蓄積が観察される。 
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図 4. ホットスポット導入マウスの配列部分除去と組換え頻度検出マウス作成モデル 
(A) Psmb9ホットスポット導入マウスを CRE/+系統、FLP/+系統と交配させる。すると次世
代はそれぞれ導入配列が部分的に除去される  (Tg (Psmb9 HS-mitoEYFP) 系統と Tg 
(CAG-Psmb9 HS) 系統となる)。各リコンビナーゼアレルを除くと同時に導入配列をホモ接
合体とする。さらに導入した Psmb9ホットスポットを活性化する B10. R209-wm7系統に由
来する Prdm9R209遺伝子座を交配により導入する。 
(B) A)で作成した 2系統のマウスを交配させた場合、次世代の減数分裂期に Prdm9R209によ
り Psmb9 ホットスポットが活性化し、一定の割合で相同組換えが起こる。すると減数分裂
終了後に分割されていたエンハンサー・プロモーター領域と、mitoEYFP 領域が元のホット
スポット導入マウスの状態となり、mitoEYFPが発現する。蛍光顕微鏡を用いて EYFP の蛍
光を発する精子の数を測定することで、組換え頻度を求めることが可能である。 
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図 5.  リコンビナーゼ保持系統との交配により生じた組換えの検出 
(A) 導入した組換えホットスポット配列と周辺のコンストラクトに対して、CRE/+系統、
FLP/+系統との交配による組換えをそれぞれ PCR で検出するために設計したプライマー配
列の位置 (橙色の矢印)。交配前世代の個体における増幅長はコンストラクトの上側、交配
後世代の個体における増幅長はコンストラクトの下側に表記した。 
(B) 1 番染色体にホットスポットが導入された個体と、CRE/+系統との交配により得られた
世代の個体における loxP配列間の PCR増幅結果。CREリコンビナーゼが作用した個体では
増幅産物が短縮し、予想された 1.34 kbp付近にバンドが検出された。CREリコンビナーゼ
が作用しなかったと考えられる個体では、2.75 kbpのバンドが検出されると予測していたが、
増幅産物は確認できなかった。これは増幅配列内に PCR による増幅が困難な GC 含量の高
いプロモーター領域が含まれていたためと考えられる。 
(C) 1 番染色体にホットスポットが導入された個体と、FLP/+系統との交配により得られた
世代の個体における Frt 配列間の PCR 増幅結果。最も左のレーンの FLP/+系統と交配して
いない個体では 2.63 kbpの増幅産物が得られたのに対し、FLP/+系統と交配により生まれた
世代の個体では 853 bpの増幅産物が得られた。 
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図 6. PCRによる mitoEYFP mRNAの発現解析 
mitoEYFP mRNA の発現確認は、トリ β-アクチンプロモーター内のエキソンと、mitoEYFP
配列にそれぞれプライマーを設計し、mRNA より合成した cDNAを PCRで検出する方法で
行った。プライマーは 2 組設計した。それぞれのレーンのサンプル名は、WT が C57BL/6
系統精巣由来の cDNA、1-t がホットスポット導入マウス精巣由来の cDNA、44A は組換え
頻度検出マウスを表し、-tは精巣、-kは腎臓、-lは肝臓に由来する cDNAである。44Bは組
換え頻度検出マウスと異なる B6型 Prdm9ホモ接合体であり、Psmb9ホットスポットで組換
えは起きにくい。末尾の小文字は 44A と同様に由来する組織を表す。なお、いずれも 1 番
染色体にホットスポットが導入された系統に由来する個体である。44A-tでのみ組換えが観
察され、1-tと 44A-tにバンドが出ると予測していたが、WTを除くすべての試料で mitoEYFP 
mRNAに由来する cDNAの増幅産物が観察された。 
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図 7.  5’ RACEによる転写開始点の解析 
Tg (Psmb9 HS-mitoEYFP) マウスの cDNAを合成し、mitoEYFP周辺の RACEを行い転写開始
点を解析した結果。左側よりウサギ β-グロビン mRNA の 3’非翻訳領域 (UTR) 端に付加さ
れるポリアデニルシグナル、平滑末端の 2本鎖環状化反応による結合点に続き、5’ UTRに
相当するトリ β-アクチン遺伝子のプロモーター領域、右端にかけてウサギ β-グロビン遺伝
子となっている。5.6 kbpの Psmb9ホットスポット配列をはさんで上流側に CMV-IEエンハ
ンサーとトリ β-アクチンプロモーターが存在すれば、スプライシングによりこの UTR は
mRNA として検出されないはずだが、無い場合でも β-アクチンプロモーターの一部配列が
機能し TSSを生成、単一エキソンの mitoEYFP mRNAが発現していた。 
  
97 
 
 
 
 
図 8. PCRによる組換えの検出 
(A) 1番染色体と 3番染色体に Psmb9ホットスポットが導入された系統の、ゲノム DNAを
テンプレートとした PCRによる組換えの検出。1番染色体の Psmb9ホットスポット導入マ
ウスをコントロールとした。65B、74B、74Cいずれの個体でも精巣由来のゲノム DNAでは
増幅が見られるのに対し、肝臓由来のゲノム DNAでは同位置のバンドはほとんど検出され
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ない。 
(B) 1番染色体と 6番染色体に導入された個体に対し、同様の解析を行った場合の電気泳動
像。6番染色体に導入された系統では、導入個所での組換えが検出されなかった。 
(C) 1番染色体に導入された個体に対し、PCRによる人工的な増幅産物と、Prdm9 ZFA型が
Psmb9ホットスポットでの組換えに与える影響を検証した結果。44Cは R209型 Prdm9のヘ
テロ接合体だが、44Dは B6型 Prdm9ホモ接合体である。44Cの精巣でのみ組換えが検出さ
れた。 
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総合討論 
 
本研究では、まずマウス Prdm9 の多型解析を行い、野生マウスの亜種集団ごとに進化の
経路を反映した豊富な多型が存在することを新規に発見した。一方で、Prdm9が多型依存的
に生殖隔離の責任遺伝子として機能する可能性があるのは、少なくとも一部の亜種間のみ
であることがわかった。また、Prdm9には転写因子としての機能が報告されていたが、配列
特異的な DNA結合ドメインと推定される ZFAに高度に多型が存在することは、特定の生殖
細胞関係の遺伝子に関する転写因子として働く可能性は低いと考えられる。おそらく Prdm9
は、組換えホットスポットの活性化が主な機能なのであろう。 
Prdm9遺伝子の ZFA領域をタグ付加アレルで置換した KIマウスでは、減数分裂期に異常
な染色体が観察され、初産日数の延長や受精率が低下する低形質性を示した。こうした表
現型は KOマウスのヘテロ接合体と類似しており、Prdm9の染色体への結合低下が、染色体
の不十分な H3K4me3修飾につながり、同一の修飾が Prdm9に依存せずに施される転写プロ
モーターなどで DSBが偶発的に誘発され、その結果減数分裂進行に異常が生じた可能性が
ある。 
Psmb9ホットスポット配列を利用した組換え検出系では、人工的に導入した組換えホット
スポットでも相同組換えを誘導することに成功し、Prdm9がマウスにおける普遍的なホット
スポット活性化因子であることを支持する結果が得られた。しかしながら、導入された位
置によっては同一の配列であっても組換えホットスポットが活性化しない場合があった。
全てのホットスポットの組換え頻度が一様でないことからも、Prdm9以外の因子や周辺のヒ
ストン修飾の影響が少なからずあると推測される。 
 
 近年、Prdm9 に関する報告は相次いでおり、特に Prdm9 非依存的な相同組換え機構をも
つ生物の組換え部位の分布との差異などが議論されている。これらの Prdm9 非依存的なホ
ットスポットは、転写開始点や CpC アイランドに代表される特殊な領域に頻繁に見出され
る。これら Prdm9 非依存的なホットスポットにおいても、一見すると何ら不都合が生じて
いるようには見えない。また、Prdm9に依存しないヒストン H3K4のメチル化は、Prdm9依
存的な組換えを行うヒトやマウスのプロモーター領域などで一般的に観察される。では、
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ヒトやマウスにおいてなぜPrdm9依存的なホットスポットが維持されているのであろうか。 
 その理由の一つとして、Prdm9に依存しないホットスポットが形成されやすい転写開始点
や CpG アイランドを避けて DSB を生成する機構があるのではないかと考えられている
(Myers et al, 2006)。減数分裂期の組換えホットスポット周辺では DNA配列の変化が起こり
やすい。切断された DNA鎖が修復される際に多型が入る場合があるが、これが転写制御領
域や遺伝子内で頻繁に起こると重大な影響を与えることが考えられる。したがって、これ
らの領域で組換えホットスポットが形成されることを回避することは合理的である。 
 もう一つの考え方は、「ホットスポットのパラドックス」に関わるものである (Boulton et 
al., 1997)。「ホットスポットのパラドックス」とは、組換えホットスポットで DNAが切断さ
れ、組換えによって修復が起こるとその部分の配列が変化し、もはやホットスポット配列
として認識されなくなると言うものである。これが繰り返されれば、生物のゲノムからホ
ットスポットは失われていくことになる。そこで、ホットスポットを生み出す Prdm9 の結
合配列が高速に変化することに意義が生じる。組換えによってホットスポット配列が変化
してしまっても、Prdm9の高速進化により新たな染色体部位がホットスポット化することで、
ホットスポットの消失を防ぐことが可能になるというわけである。相同組換え機構はゲノ
ムの維持に関わる一方で多様性を生み出す。Prdm9を通じてこの二律背反的な役割をマウス
やヒトは調整し、ゲノム進化が持続的に行われてきたのであろう。また、ヒストンメチル
化というエピジェネティック修飾を介した Prdm9 によるホットスポット形成機構は、ゲノ
ム進化とエピゲノム制御の可能性を分子的に示すものであり、環境とゲノム進化との相互
作用に関して今後重要な示唆を与えると考えられる。 
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教授 城石俊彦博士をはじめ研究室のスタッフの皆様には実験の指導と結果についての議
論、マウスの胚操作や系統管理で大変お世話になりました。そして国立遺伝学研究所の宿
泊施設等、研究環境を支えて頂いた皆様のお力添えがなくては遂行不可能でした。研究に
使用した試料の中には、現在では入手が非常に困難な野生捕獲マウスゲノムや、作成に多
くの労力を要求される野生由来近交系マウスが含まれます。そのため本研究は主に 1980年
代に中東や中央アジア、東南アジアの離島にまでマウス試料収集に赴いた方々、そして野
生由来近交系樹立に中心的な役割を果たした故 森脇和郎博士の存在なくして完成しませ
んでした。さらに現在もマウス試料を保管している北海道大学准教授 鈴木仁博士と理研
BRCチームリーダー 阿部訓也博士には、試料の提供だけでなく解析結果についても議論し
ていただきました。集団遺伝学的な解析、特にコンピューターを用いた系統解析について
は北海道大学准教授 長田直樹博士にお世話になりました。理研 BRC の田村勝博士には国
立遺伝学研究所において PCRやクローニングなど基礎的なところから詳細な実験手技等を
ご指導いただき、第 2 章、第 3 章の遺伝子コンストラクト設計では大変お世話になりまし
た。第 3 章の Tol2トランスポゾンシステムによる遺伝子導入では、理研 QBiCユニットリ
ーダー 隅山健太博士にアドバイスと実際の実験にご協力いただきました。解析配列の遺伝
情報データベースへの登録にあたっては DDBJ のスタッフの方に粘り強くご指導いただき
ました。太田研究室の瀬尾秀宗博士と橋本講司さんには、第 2 章、第 3 章の遺伝子コンス
トラクトの作成と検証にご協力いただきました。本論文の内容には含まれませんが、Prdm9
の抑制因子の探索の際には太田研究室の久郷和人博士に、次世代シーケンサーを利用した
解析で多くの時間を割いていただきました。その他太田研究室の皆様にも研究内容の議論
はもとより、悩みごとの相談に至るまでの幅広い面でお世話になり、大変感謝しておりま
す。この場を借りて全ての皆様に心より厚く御礼申し上げます。 
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